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                                                                                                          Introducción general 

1. La Rizosfera y los exudados radiculares 

El término rizosfera, derivado de las palabras griegas rhiza (raíz) y 

sphere (zona de influencia), se definió por primera vez en 1904 por el 

fisiólogo vegetal Lorenz Hilter (Hilter, 1904) como la zona inmediatamente 

adyacente a las raíces que soporta altos niveles de actividad microbiana. 

Actualmente, el término se ha redefinido como el volumen de suelo que se 

encuentra bajo la influencia física y biológica de la raíz, y que incluye los 

tejidos radiculares colonizados por los microorganismos. La extensión física 

de la rizosfera es difícil de definir pero, en general, se considera que abarca 

unos pocos milímetros desde la superficie de la raíz (Hawkes et al., 2007; 

Darrah y Roose, 2007) y se puede dividir en endorrizosfera (endodermis y 

zona cortical de la raíz), rizoplano (superficie radicular, incluyendo las 

partículas de suelo que se encuentran fuertemente adheridas a la misma) y 

ectorrizosfera (suelo inmediatamente adyacente a la raíz), (Morgan et al., 

2005) (Fig. 1). 

 

Figura 1. Esquema simplificado 

de una raíz principal. Se 

muestran las regiones apicales 

(zona de maduración, zona de 

elongación, zona meristemática 

y cofia radical), además de las 

subdivisiones de la rizosfera, 

que abarcan desde los tejidos 

radiculares hasta unos pocos 

milímetros por fuera de la 

superficie radical. Adaptado de 

Taiz y Zeiger (2007).  

 

 

La rizosfera está sometida a enormes fluctuaciones, algunas de ellas 

diarias, en el contenido de agua, oxígeno y nutrientes: (i) el contenido de 

agua del suelo muestra incrementos progresivos durante la noche y 

disminuciones bruscas durante el día debido a las fuertes alteraciones en los 

niveles de transpiración de la planta (Ishikawa y Bledsoe, 2000); (ii) la tasa 

de consumo de oxígeno es muy elevada como resultado de la respiración 
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radicular y microbiana (Højberg y Sørensen, 1993), estimadas en el 40 y 

60% respectivamente, del total de la respiración en la rizosfera (Cheng et 

al., 1993). A su vez, la difusión del oxígeno en el suelo es directamente 

proporcional a la porosidad del mismo e inversamente proporcional a su 

contenido en agua, pudiéndose generar condiciones de baja concentración e 

incluso anaerobiosis (Højberg et al., 1999; Hawkes et al., 2007); y (iii) el 

pH de la rizosfera es muy variable y puede presentar cambios de hasta dos 

unidades con respecto al suelo no rizosférico (Schaller, 1987; Youssef y 

Chino, 1991). Estas variaciones de pH se deben principalmente a la 

secreción de ácidos orgánicos, extrusión de H+ y/o OH-, respiración y 

procesos de oxido-reducción llevados a cabo por las raíces y 

microorganismos asociados (Hinsinger et al., 2003).  

La rizosfera es una región con un alto contenido en nutrientes. El 30-

60% del carbono fijado en la fotosíntesis puede ser transportado a la raíz, y 

entre el 40-90% de éste se pierde en forma de exudados radiculares (ERs) 

o debido a la respiración radicular (Lynch y Whipps, 1990; Uren, 2007). Los 

ERs ejercen una influencia determinante sobre la rizosfera y, como recoge 

la tabla 1, son ricos en nutrientes tales como azúcares (mono-, di- y 

oligosacáridos); aminoácidos (proteicos y no proteicos); ácidos orgánicos y 

vitaminas. Estos compuestos son liberados principalmente por difusión 

pasiva. Los ERs también contienen productos de excreción tales como 

etileno, CO2, iones bicarbonato y compuestos que se secretan tales como 

diversas enzimas, mucílagos, sideróforos y metabolitos secundarios, entre 

los que se encuentran aleloquímicos y quimioatrayentes microbianos (Uren, 

2007; y referencias citadas en éste). 

 
1.1. Mecanismos de exudación radicular 

En los últimos años se ha producido un gran avance en la definición de la 

composición de los ERs. Dada su enorme complejidad, los mecanismos 

responsables de su secreción son muy variados y, en algunos casos, todavía 

no muy bien conocidos (Fig. 2).  

La mayoría de los compuestos orgánicos de bajo peso molecular 

(azúcares, aminoácidos, ácidos carboxílicos o fenoles) se liberan mediante 

difusión pasiva desde el citoplasma de las células radiculares (compuestos  

orgánicos en  concentraciones  del  orden  de  milimolar) al suelo rizosférico 
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Tabla 1. Compuestos orgánicos detectados en los exudados radiculares 
 
Azúcares y polisacáridos 
Arabinosa, desoxirribosa, fructosa, galactosa, glucosa, maltosa, manitol, manosa, 
mucílagos de diferentes composiciones, oligosacáridos, pentosas, rafinosa, 
ramnosa, ribosa, sacarosa, xilosa. 
 
Aminoácidos y amidas 
Los 20 aminoácidos proteinogénicos, α-alanina, β-alanina, α-amino adípico, γ-
amino butírico, cistationina, citrulina, fitosideróforos (ácido deoximugineico, ácido 
mugineico, ácido hidroximugineico, ácido avénico, ácido 3-epihidroximugineico, 
ácido disticónico), L-hidroxiprolina, homoserina, ornitina. 
 
Ácidos orgánicos 
Acético, acónico, aldónico, ascórbico, aspártico, benzoico, butírico, cafeíco, cítrico, 
corísmico, p-cumárico, eritónico, ferúlico, fórmico, fumárico, gálico, gentísico, 
glutárico, glicólico, glioxílico, glucónico, p-hidroxibenzoíco, isocítrico, láctico, 
maleíco, málico, malónico, oxálico, oxalacético, oxoglutárico, pirúvico, piscídico, 
propiónico, protocateíco, salicílico, shikímico, sinápico, siríngico , succínico, 
tartárico, tetrónico, valérico, vinílico. 
 
Ácidos grasos 
Esteárico, linoleico, linolénico, oleíco, palmítico. 
 
Esteroles 
Estigmasterol, camposterol, colesterol, sitosterol.  
 
Factores de crecimiento 
Ácido p-aminobenzoico, biotina, colina, ácido n-metil nicotínico, niacina 
pantoténico, vitaminas B1 (tiamina), B2 (riboflavina), B6 (piridoxina). 
 
Enzimas 
Amilasas, celobiasas, dehalogenasas, deshidrogenasas, desoxiribunucleasas, 
fenolasas, fitasas, fosfatasas, galactosidasas, invertasas, lacasas, lipasas, 
nitrilasas, nitrorreductasas, peroxidadas, poligaracturonasas, proteasas, 
ribonucleasas.  
 
Nucleótidos y nucleósidos 
Adenina, guanina, uridina, citidina 
 
Metabolitos secundarios 
Acidos hidroxicinámicos, ácido salicílico, antocianinas, auxinas, p-benzoquinona, 
benzoxazinonas compuestos del tipo inositol y mioinositol, dihidroquinona, 
escopoletina, flavonas, flavononas, formaldehído, glicinabetaína, 8-
hidroxiquinolona, isoflavonoides, luteolina,  quercetina, quercitrina, sorgoleona. 
 
Componentes inorgánicos y volátiles 
NO-

3, HPO-
3, HCO-

3, K+, H+
, CO2, H2O, H2, etileno. 

 
Obtenido de Vančura y Hovadik, 1965; Rovira, 1969; Dakora y Phillips, 2002; 
Czarnota et al., 2003; Kamath et al., 2004; Bais et al., 2006; Newmann y Römheld, 
2007; Uren, 2007; Badri et al., 2009. 
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(compuestos orgánicos en concentraciones del orden de micromolar). Sin 

embargo, los niveles de difusión también dependen del estado fisiológico de 

las células radiculares y de la polaridad de los compuestos exudados, que 

hace que sus permeabilidades a través del plasmalema varíen (Bertin et al., 

2003; Neumann y Römheld, 2007). A pH citosólico, entre 7,1 y 7,4 

(Newmann y Römheld, 2007), los compuestos orgánicos más polares (ej. 

amino ácidos y ácidos orgánicos) se encuentren en forma aniónica y tienen 

una permeabilidad baja a través del plasmalema. Sin embargo, el gradiente 

electroquímico que generan las ATPasas de membrana (Mühling et al., 

1993) y el potencial de difusión de K+ desde el citoplasma (Samuels et al., 

1992) son los causantes indirectos de la difusión de estos aniones 

(Neumann y Römheld, 2007; y referencias citadas en éste). Sin embargo, 

los niveles elevados de exudación de ácidos carboxílicos en respuesta a 

determinadas situaciones de estrés (Zhang et al., 2001; Kollmeieer et al., 

2001) no puede explicarse debido a un proceso de difusión pasiva. En estas 

condiciones se ha identificado que su liberación se produce mediante 

secreción activa a través de canales iónicos localizados en el plasmalema de 

las células epidérmicas (Shen et al., 2005; y referencias citadas en éste). 

Además, los canales aniónicos también se han implicado en la liberación de 

fitosideróforos (Sakaguchi et al., 1999). Los transportadores de la 

superfamila ABC (del inglés, “ATP Binding Cassette”) están involucrados en 

la secreción de metabolitos secundarios (Martinoia et al., 2002; Badri et al., 

2008). Su implicación en la exudación se ha puesto de manifiesto mediante 

el uso de mutantes (Badri et al., 2008) o utilizando inhibidores de la síntesis 

de ATP, cuya hidrólisis está acoplada directamente a su transporte (Loyola-

Vargas et al., 2007). Existen otros transportadores de membrana, como son 

los de la familia MATE (del inglés, “Multidrug And Toxic compound 

Extrusion”) (Brown et al., 1999) o los de la familia ALMT (del inglés, 

“Aluminium-activated Malate Transporter”) (Sasaki et al., 2004), que 

aunque están menos caracterizados, se han relacionado con la exudación 

activa de compuestos como citrato (Magalhaes et al., 2007) y malato 

(Sasaki et al., 2004), respectivamente. La exudación mediante secreción 

también se produce en unas células diferenciadas derivadas de las células 

meristemáticas denominadas células del borde (del inglés, “root border 

cells”). Estas células se separan del ápice y permanecen embebidas en una 
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matriz polisacarídica en su periferia (Driouiech et al., 2007; y referencias 

citadas en éste). Además de controlar el crecimiento y la expresión génica 

en bacterias simbióticas (Hawes et al., 2002; y referencias citadas en éste), 

las células del borde secretan mediante exocitosis compuestos de alto peso 

molecular tales como mucílagos, antibióticos o enzimas (Neumann y 

Römheld, 2007; y referencias citadas en éste).  

 

 
Figura 2. Mecanismos implicados en la exudación radicular. Los componentes de los 
exudados radiculares se liberan mediante mecanismos de difusión pasiva y otros 
que requieren aporte energético tales como canales iónicos, transportadores de 
membrana o exocitosis mediada por las células del borde. MP, membrana 
plasmática; APM, alto peso molecular; BPM, bajo peso molecular. Adaptado de 
Neumann y Römheld (2007) 

 

1.2. Exudación radicular y efecto rizosfera 

 
La exudación no está homogéneamente distribuída a lo largo de todo el 

eje radicular sino que es máxima en la espermosfera (región que rodea a la 

semilla) y en las zonas más jóvenes de la raíz tales como el ápice y las 

zonas de emergencia de raíces primarias y secundarias (Dandurand et al., 

1997; Přikryl y Vancura, 1980; Gransee y Wittenmayer, 2000; Kollmeier, 

2001; Walker et al., 2003; Neumann y Römheld, 2007; Uren, 2007). 

Además, los pelos radiculares, que pueden llegar a representar el 77% de la 

superficie total de la raíz (Parker et al., 2000), presentan también una 

exudación considerable. De este modo, se generan una serie de gradientes 

radiales y longitudinales de solutos que se extienden desde la superficie de 
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la raíz hasta el suelo adyacente (Vetterlein y Jahn, 2004; Darrah y Roose, 

2007). 

La utilización de nutrientes de los ERs origina la proliferación de un gran 

número de bacterias metabólicamente activas (Smalla, 2001; Houlden, 

2008; Badalucco y Nannipieri, 2007) que pueden alcanzar densidades 

superiores a 1010 bacterias por gramo de suelo (Foster, 1988; Cavaglieri et 

al., 2009); esto es de 2 a 3 órdenes de magnitud mayor que en suelo no 

rizosférico (Vančura, 1980; Molina et al, 2000). Dado que sólo el 1-10% de 

las bacterias rizosféricas son cultivables, a las técnicas clásicas de 

aislamiento que requieren que las bacterias sean cultivables, se han unido 

otras técnicas moleculares independientes de cultivo. Así, el análisis del 

ADN ribosómico, o técnicas como DGGE (del inglés, “Denaturant Gradient 

Gel Electrophoresis”) o TGGE (del inglés, “Temperature Gradient Gel 

Electrophoresis”) (Johnsen et al., 2001; y referencias citadas en éste; De 

Ridder-Duine et al., 2005; Jussila et al., 2006) permiten estudiar la 

composición de la microbiota en la rizosfera. 

 En la actualidad existen discrepancias en cuanto al grado de 

responsabilidad que se otorga al suelo o a la planta en la conformación de la 

estructura de la comunidad microbiana rizosférica. Muchos estudios indican 

que las plantas ejercen la principal fuerza selectiva, modificando la 

estructura y biodiversidad en función de: (i) la especie y el genotipo 

(Grayston y Campbell, 1996; Smalla et al, 2001; Kowalchuk et al., 2002; 

Andreote et al.,  2009; Micallef et al., 2009), lo que sugiere un efecto de la 

fisiología de la planta; (ii) el estado nutricional (Yang y Crowley, 2000) y de 

desarrollo (Cavaglieri, 2007; Houlden, 2008), además de las características 

de la región radicular (Yang y Crowley, 2000; van Diepeningen et al., 

2005), que es responsable de las diferencias cualitativas y cuantitativas en 

la exudación; y (iii) la infección por bacterias patógenas (Yang et al., 2001; 

Filion et al., 2004). En contraposición a estos datos, otros análisis resaltan 

la influencia de la población bacteriana presente en el suelo en cuanto a la 

conformación de la estructura de la comunidad microbiana asociada a la raíz 

(Buyer et al., 2002; De Ridder-Duine, 2005; Fierer y Jackson, 2006). 

Integrando toda la información, algunos autores subrayan las interacciones 

complejas que existen entre la planta y las propiedades físicas del suelo, así 

como con la comunidad microbiana asociada a él (Marschner et al., 2001; 
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Garbeva et al., 2008; Berg y Smalla, 2009). Estas variables no deben de 

tomarse como independientes en el estudio de forma que, la estructura de 

la población sería el resultado de la interacción de la comunidad microbiana 

indígena del suelo con la planta (de Ridder-Duine, 2005; Hawkes et al., 

2007). Así, según los análisis del ADNr 16S, la presión selectiva impuesta 

por la planta es responsable de una disminución en la diversidad, aunque 

aumente la densidad bacteriana (Marilley et al., 1999).  

La presencia de microorganismos asociados a la raíz puede afectar a la 

composición de los ERs debido a la degradación activa de alguno de sus 

componentes (Shepherd y Davies, 1994; Jones et al., 2003). Esta 

biodegradación pudo disminuirse aplicando compuestos antibióticos o 

bacteriostáticos durante el proceso de obtención de los mismos (Neumann y 

Römheld, 2007). Sin embargo, la colonización de la raíz por los 

microorganismos (Přikryl y Vančura, 1980; Lee y Gaskins, 1982; Heulin et 

al., 1987; Meharg y Killham, 1991; De la Pena et al., 2008) o incluso la 

presencia de metabolitos microbianos (Meharg y Killham, 1995; Phillips et 

al., 2004) puede aumentar los niveles de exudación. Dicho aumento puede 

estar directamente relacionado con la promoción del crecimiento vegetal 

llevado a cabo por algunas rizobacterias (Somers et al., 2004; van Loon, 

2007; y referencias citadas en éstos). Los mecanismos por los cuales estas 

rizobacterias promueven el desarrollo de la planta se citarán más adelante 

en esta introducción.  

 

2. Beneficios de la interacción planta-bacteria en la rizosfera 

 
La promoción del crecimiento vegetal es uno de los beneficios de la 

interacción planta-bacteria en la rizosfera. Las rizobacterias promotoras del 

crecimiento vegetal (PGPR; del inglés, “Plant Growth Promoting 

Rhizobacteria”), entre las que se encuentran bacterias de los géneros 

Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Gluconacetobacter, 

Pseudomonas o Serratia (Vessey, 2003; Somers et al., 2004; y referencias 

citadas en éstos), colonizan competitivamente la rizosfera y estimulan el 

desarrollo vegetal y/o reducen la incidencia de los agentes fitopatógenos 

(control biológico de enfermedades o biocontrol) (Mercado-Blanco y Bakker, 

2007; y referencias citadas en éste). Un mecanismo por el que se ejerce la 
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promoción del crecimiento vegetal es por una mejora en el estado 

nutricional de la planta mediante el aporte de nutrientes limitantes para la 

misma (biofertilizantes). Así, algunas bacterias pertenecientes al género 

Azospirillum (Holguin y Bashan, 1996) y Pseudomonas (Desnoues et al., 

2003), convierten el nitrógeno atmosférico en amonio, que posteriormente 

será utilizado por la planta como fuente de nitrógeno (Dixon y Kahn, 2004). 

Además, otras bacterias pertenecientes a los géneros Bacillus, 

Pseudomonas o Xanthomonas pueden actuar como solubilizadores de 

fosfato inorgánico del suelo, haciéndolo disponible para las plantas 

(Rodríguez y Fraga, 1999; Somers et al., 2004; Rosas et al., 2006). Otro 

mecanismo por el que ejercen su función las PGPR es a través de la 

producción hormonas vegetales (fitoestimulantes) tales como citoquininas, 

giberelinas o auxinas (Vessey, 2003; Preston, 2004; y referencias citadas 

en éstos) o volátiles estimuladores del crecimiento (2,3-butanodiol) (Ryu et 

al., 2003a). 

Rizobacterias pertenecientes a los géneros Pseudomonas y Bacillus 

pueden funcionar también como agentes de biocontrol (Whipps, 2001; Haas 

y Défago, 2005; y referencias citadas en éstos). Un requerimiento para que 

ejerzan sus funciones de biocontrol es que presenten una eficiente 

colonización de la rizosfera (Haas y Défago, 2005). Así, por ejemplo, existe 

una correlación positiva entre la mayor colonización de raíces de trigo por 

Pseudomonas fluorescens 2-79 y la disminución de la enfermedad causada 

por Gaeumannomyces graminis var. tritici. Esta colonización debe de ser 

superior a 105-106 UFC por gramo de suelo rizosférico (Bull et al., 1991). 

Además, mutantes de P. chlororaphis PCL1391 defectivos en colonización de 

ápices radiculares de tomate pierden su capacidad de biocontrol frente a al 

hongo Fusarium oxysporum (Chin-A-Woeng et al., 2000). Un mecanismo de 

biocontrol es la competición por micronutrientes, en particular el hierro. La 

síntesis de sideróforos se induce en concentraciones limitantes de hierro y 

permite a las bacterias la adquisición efectiva de dicho micronutriente 

(Miethke y Marahiel, 2007). Se ha demostrado que la producción de 

sideróforos puede inhibir “in vitro” el crecimiento de hongos (Mercado-

Blanco et al., 2004; Recep et al., 2009) y de bacterias (Deka-Boruah y 

Dileep-Kumar et al., 2002; Thomas et al., 2004), (Fig. 3). En la rizosfera, 

los sideróforos ejercen su papel en biocontrol a través de la disminución de 

 10 



                                                                                                          Introducción general 

la disponibilidad de hierro por parte de los fitopatógenos (Mercado-Blanco y 

Bakker, 2007; y referencias citadas en éste). Este sería el caso de P. putida 

WCS358, que reduce en un 30% la incidencia de la enfermedad en plantas 

de rábano frente al hongo F. oxysporum. Por el contrario, un mutante de 

WCS358 deficiente en la síntesis de sideróforos no protege frente al ataque 

del hongo (Raaijmakers et al., 1995).  

 

 

Figura 3. Antibiosis sobre Bacillus subtilis ejercida por el sideróforo pioverdina (Pvd) 
de P. putida KT2440. A, Detección de la producción de sideróforos empleando 
cromo azurol sulfonato (CAS), (Schwyn y Neilands, 1987) en la bacteria P. putida 
KT2440 (Pvd+) y en un mutante ppsD defectivo en la producción de pioverdina 
(Pvd-). B, La producción de pioverdina por KT2440 inhibe el crecimiento de B. 
subtilis. Esta inhibición desaparece en el mutante ppsD. 

 

Además de la producción de sideróforos, la síntesis de otros metabolitos 

secundarios con propiedades antimicrobianas tales como ácido cianhídrico, 

diacetilfloroglucinol, fenazinas, lipopéptidos cíclicos, pioluteorina o 

pirrolnitrina, es importante en biocontrol (Raaijmakers et al., 2002; Ongena 

y Jacques, 2007; y referencias citadas en éste). Así, estudios con mutantes 

de P. fluorescens defectivos su producción presentan una menor capacidad 

fitoprotectora (Thomashow y Weller, 1988; Voisard et al., 1989; Maurhofer 

et al., 1995). La síntesis de estos metabolitos está regulada positivamente a 

nivel post-transcripcional por el sistema de dos componentes GacS/GacA 

(Heeb y Haas, 2001; y referencias citadas en éste). No se conoce la señal 

ambiental que actúa sobre GacS que conduce a la síntesis de los ARNs 

reguladores rsmX, rsmY y rsmZ. Estos ARNs pequeños se unen 

específicamente a las proteínas RsmA y RsmE, eliminando la represión que 

éstas ejercen sobre los genes responsables de la síntesis de distintos 

metabolitos secundarios con actividad biológica (Haas y Défago, 2005; y 

referencias citadas en éste). Así, mutantes gacS o gacA presentan una 
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menor capacidad de biocontrol que la cepa silvestre en diferentes especies 

de Pseudomonas (Duffy y Défago, 2000; Ligon et al., 2000; Heeb y Haas, 

2001). 

Además de los mecanismos directos de biocontrol citados anteriormente, 

algunas PGPR pueden proteger a la planta frente al ataque de patógenos 

mediante un mecanismo indirecto como es el desencadenamiento de 

resistencia sistémica inducida (ISR; del inglés, “Induced Systemic 

Resistance”). El modo de acción de ISR se descubrió simultáneamente en 

estudios realizados por dos grupos de investigación (Van Peer et al., 1991; 

Wei et al., 1991). En estos estudios existía separación espacial entre la 

rizobacteria y el patógeno, eliminando la posibilidad de que la protección 

fuese el resultado de la interacción directa entre ambos e indicando que el 

mecanismo de protección estaba mediado por la planta. La reducción de la 

enfermedad está asociada con una disminución en la colonización y en el 

crecimiento del patógeno en los tejidos de la planta (van Loon y Bakker, 

2005). En los estudios de ISR, la planta modelo es Arabidopsis thaliana y se 

conoce que el desencadenamiento de esta forma de resistencia es 

dependiente de vías de señalización reguladas por el ácido jasmónico (JA) y 

el etileno (ET) (Fig. 4) (Pieterse et al., 1998). Fenotípicamente, la respuesta 

ISR es similar a la resistencia sistémica adquirida (SAR; del inglés, 

“Systemic Acquired Resistance”), aunque esta última está mediada por 

patógenos que producen necrosis y es dependiente de la acumulación 

endógena de ácido salicílico (SA) (Vlot et al., 2008; y referencias citadas en 

éste). Ambas rutas de resistencia convergen a nivel de la proteína 

reguladora NPR1 (Fig. 4) (Pieterse et al., 1998), aunque en la expresión de 

ISR en A. thaliana no se expresan las proteínas PR (del inglés, 

“Pathogenesis Related”) (Pieterse et al., 1996; 2000). En cuanto a la 

inducción de ISR, no siempre se conoce el mecanismo concreto por el que 

se activan las defensas de la planta, pero se han identificado elicitores 

bacterianos sobre los que recae esta función (Ebel y Mithöfer, 1998). 

Algunos de ellos son lipopolisacáridos (Van Wees et al., 1997; Meziane et 

al., 2005), flagelos (Zipfel et al., 2004; Meziane et al., 2005), sideroforos 

(Leeman et al., 1996; Meziane et al., 2005), ácido salicílico (Maurhofer et 

al., 1998; Audenaert et al., 2002), antibióticos (Iavicoli et al., 2003; 

Audenaert et al., 2002), homoserín-lactonas (Schuhegger et al., 2006) o 
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compuestos volátiles (Ryu et al., 2004; Han et al., 2006). El estado 

defensivo activado que se establece en ISR se denomina “priming” y 

permite una respuesta más rápida y eficaz frente al patógeno en plantas 

elicitadas por rizobacterias (Conrath et al., 2006; van Hulten et al., 2006). 

Así, en un análisis genómico realizado con hojas de plantas de Arabidopsis 

que están expresando ISR, Verhagen y colaboradores (2004) observaron 

que en respuesta al ataque del fitopatógeno, se produce una expresión 

génica diferencial con respecto a las plantas control. Estas diferencias son 

inexistentes en ausencia de infección.  

 

 
Figura 4. Mecanismo de transducción de señal en ISR y SAR. A, Modelo vigente 
para el desencadenamiento de ambas resistencias sistémicas. Las plantas mutantes 
jar1 (del inglés, “afected JA response 1”) tienen afectada la respuesta al JA. Las 
plantas mutantes etr1 (del inglés, “ET receptor mutant 1”) son insensibles al 
etileno. Las plantas transgénicas NahG  no acumulan SA. Las plantas mutantes 
npr1 tienen mutada la proteína reguladora NPR1 (del inglés, “Non-expressor of PR 
genes 1”). B, Cuantificación de ISR y SAR en plantas de A. thaliana frente al 
patógeno P. syringae pv. tomato DC3000. Mutantes etr1, jar1 y npr1 son defectivos 
en el desencadenamiento de ISR. Las plantas transgénicas NahG y mutantes npr1 
no expresan SAR, que está asociado con la expresión de PR-1. El  índice de 
enfermedad está referido al porcentaje de hojas enfermas en plantas expresando 
ISR y SAR con respecto a las plantas control que no expresan ninguna de las dos 
resistencias. Adaptado de Pieterse y colaboradores (1998). 
 

   13



Introducción general                                                                                                                         

3. Características bacterianas diferenciales de la vida en superficie  

En la naturaleza es habitual que las bacterias aparezcan asociadas 

formando comunidades altamente organizadas denominadas biopelículas 

(BPs) o “biofilms” (Hall-Stoodley et al., 2004) en las que aparecen 

embebidas en una matriz extracelular compleja compuesta por una mezcla 

de agua y macromoléculas como ADN, polisacáridos y proteínas 

(Whitchurch et al., 2002; Branda et al., 2005).  

Las células que forman parte de una BP son diferentes fisiológicamente a 

las células planctónicas (Sauer et al., 2002; Webb et al., 2003; Beloin y 

Ghigo, 2005) de manera que presentan una mayor resistencia al estrés 

causado por la luz UV, desecación o gradientes de pH. Además, la 

resistencia frente a agentes antimicrobianos puede llegar a ser mil veces 

mayor (Monds y O´Toole, 2009; y referencias citadas en éste). La barrera 

física creada por la matriz exopolisacarídica es, en parte, la responsable de 

esta menor sensibilidad frente a diferentes estreses (Kierek-Pearseon y 

Karatan, 2005). En esta resistencia también juega un papel importante la 

heterogeneidad química dentro del “biofilm” y la variabilidad genética de las 

células bacterianas que lo componen (Stewart y Franklin, 2008). El origen 

de la heterogeneidad química, está en la difusión de solutos desde el 

exterior del “biofilm” y en la acumulación de productos derivados del 

metabolismo bacteriano (Nadell et al., 2009; y referencias citadas en éste). 

Esta heterogeneidad genera diferencias en el metabolismo y en la fisiología 

bacteriana, así como en la expresión génica (Stewart y Franklin, 2008; y 

referencias citadas en éste).  La variabilidad genética en una BP se estima 

en un 10% como consecuencia de aparición de mutaciones, 

reorganizaciones o procesos conjugativos (Stewart y Franklin, 2008; y 

referencias citadas en éste). En P. aeruginosa, RecA es responsable de 

generar variantes genéticas que presentan diferencias en los requerimientos 

nutricionales, en la morfología de colonias y en la capacidad diferencial de 

formar BPs (Boles et al, 2004). Por otro lado, a consecuencia de la alta 

densidad celular y el contacto estrecho entre las bacterias, está facilitada la 

transferencia horizontal de genes mediante conjugación (Hausner y Wuertz, 

1999; Ghigo, 2001; Espinosa-Urgel, 2004; Sørensen et al., 2005).  
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La formación de un “biofilm” no es un proceso aleatorio, sino que es el 

resultado de una secuencia de pasos complejos regulados genéticamente 

(Kierek-Pearson y Karatan, 2005). La mayoría de los estudios genéticos 

sobre la formación de BPs se refieren a superficies abióticas. Estos estudios 

proponen la existencia de cinco etapas en la formación de “biofilms” (Fig. 5) 

que comienzan con la unión reversible de una célula planctónica a la 

superficie (1); en el caso de estabilizarse la unión, ésta resultará firme e 

irreversible (2), con la consiguiente aparición de agregados celulares 

denominados microcolonias (3); dichas microcolonias pueden crecer en 

tamaño desarrollando macrocolonias (4). En la etapa que cierra el ciclo vital 

de la formación de la BP, se puede producir una dispersión de células desde 

las macrocolonias, volviendo éstas a un estilo de vida planctónico (5). Esta 

etapa es importante, sobre todo desde el punto de vista ecológico, ya que 

permite la colonización de nuevos hábitats (revisado en Sauer et al., 2002; 

Kierek-Pearson y Karatan, 2005; Nadell et al., 2009).  

 

 
Figura 5. Esquema del proceso de formación de una BP en superficies abióticas. 
Esquema obtenido de Lasa (2006). Se incluyen  imágenes de microscopia de 
transmisión de P. aeruginosa PAO1 extraídas de Sauer y colaboradores (2002). 

1 2 3 4 5

 

Existen ciertos paralelismos en la formación de BPs en superficies 

abióticas y bióticas. Además de en los determinantes genéticos requeridos 

para la formación de “biofilms” en ambas superficies. En lo que respecta a 

las asociaciones planta-bacteria en la rizosfera, la interacción física entre 

ambos puede resultar en la formación de microcolonias y eventualmente, la 

   15



Introducción general                                                                                                                         

formación de BPs maduras en la superficie de los tejidos vegetales (Ramey 

et al., 2004a; Rudrappa et al., 2008; y referencias citadas en éstos). El 

mecanismo de formación de “biofilms” en las raíces es muy complejo debido 

al enorme dinamismo de los sistemas radiculares y a las fluctuaciones en 

los factores abióticos que, como hemos visto, tienen lugar en la rizosfera 

(Else et al., 2003; Stanley y Lazazzera, 2004). El desarrollo de técnicas de 

microscopía y el empleo de proteínas autofluorescentes en el marcaje 

bacteriano tales como GFP (del inglés, “Green Fluorescent Protein”) y otras 

variantes, han permitido avanzar en el estudio de la colonización y 

formación de BPs “in situ” en superficies radiculares (Bloemberg, 2007; y 

referencias citadas en éste). Así, Timmusk y colaboradores (2005) 

realizaron un seguimiento de la formación de BPs en raíces de Arabidopsis 

colonizadas por Paenibacillus polymyxa marcados con GFP. En este estudio, 

el tiempo requerido para la formación del “biofilm” dependió del sistema 

experimental utilizado, pero siempre se observaron microcolonias en las 

etapas iniciales de la colonización y la formación de un “biofilm” en las 

etapas posteriores (Fig. 6). Que las microcolonias crezcan en tamaño y 

formen macrocolonias también se ha observado durante la colonización de 

plántulas de trigo por Azospirillum brasilense. En este caso, se requiere de 

diez días para la aparición de microcolonias y treinta para el desarrollo de 

macrocolonias en la zona de los pelos radiculares (Assmus et al., 1995). 

Durante la colonización de raíces de maíz por P. putida KT2440, la 

formación de microcolonias es rápida y aparecen 2,5 h después de que la 

inoculación de bacterias tenga lugar a una distancia de 1 mm de la raíz 

(Espinosa-Urgel et al., 2002). Esta formación de microcolonias por P. putida 

KT2440 también se ha observado durante la colonización de raíces de 

cebada (Ramos et al., 2000a). Además, en la colonización radicular de 

plantas de alfalfa, tomate y Arabidopsis por Agrobacterium tumefaciens, se 

observan inicialmente células aisladas o pequeños agregados celulares 

adheridos a la superficie. Después de 7 h desde su inoculación ya se 

observan grandes agregados en la superficie epidérmica y en los pelos 

radiculares, que originan la formación de una densa BP a las 31 h 

(Matthysse et al., 2005).   
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Figura 6. Microfotografías de fluorescencia mostrando la formación de BPs en raíces 
de Arabidopsis colonizadas por P.  polymyxa. En cultivos “in vitro” (A, B), la 
formación de BPs se observa a las pocas horas de la inoculación. La formación de 
microcolonias (A) y de “biofilms” (B) se aprecia a las 2 h y 5 h de la inoculación, 
respectivamente. En experimentos realizados en arena, la formación de BP es más 
lenta, apareciendo a partir del tercer día de inoculación. “Biofilm” formado después 
de 7 días (C). Imágenes obtenidas de Timmusk y colaboradores (2005).    
 

 

4. Colonización bacteriana de la rizosfera 

Bacterias de los géneros Agrobacterium, Azospirillum, Azotobacter, 

Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella o Pseudomonas son 

colonizadores frecuentes de la rizosfera (Sørensen et al., 2001; Somers et 

al., 2004; Rudrappa et al., 2008). Las rizobacterias tienen una mayor 

capacidad colonizadora que las bacterias no rizosféricas (Hozore y 

Alexander, 1991; Lugtenberg y Dekkers, 1999). Esta colonización de la 

rizosfera tiene lugar de forma muy heterogénea, mostrando preferencia por 

unas determinadas áreas, que pueden representar sólo el 6% del total de la 

superficie radicular (Lugtenberg y Bloemberg, 2004; Gamalero et al., 

2005). Watt y colaboradores (2006) utilizaron técnicas de hibridación “in 

situ” asociada a fluorescencia (FISH) para evaluar la distribución de la 

colonización de bacterias nativas en las raíces de trigo. El 60% de estas 

bacterias se encuentran formando microcolonias a una distancia de la 

superficie radicular entre 2-31 µm y mayoritariamente asociadas a pelos 

radiculares, células de la cofia o ranuras axiales de la raíz (Watt et al., 

2006). La colonización fue muy irregular como resultado de la presión 

selectiva que ejercen los exudados. Por ello, las bacterias de crecimiento 

lento colonizaron principalmente la región madura de la raíz, mientras que 

las bacterias del género Pseudomonas, versátiles metabólicamente y de 

crecimiento rápido, mostraron una colonización más homogénea a lo largo 

del eje longitudinal radicular (Watt et al., 2006). También se ha descrito 

heterogeneidad durante la colonización de raíces de guisante (Dandurand et 
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al., 1997), tomate (Chin-A-Woeng et al., 1997) y zanahoria (Bianciotto et 

al., 2001) por P. fluorescens, que coloniza principalmente pelos radiculares, 

regiones intercelulares o zonas de emergencia de raíces secundarias. P. 

fluorescens se encuentra embebida en una matriz mucoide de origen 

vegetal (Chin-A-Woeng et al., 1997) y coloniza principalmente la base de la 

raíz, donde forma microcolonias de gran densidad; por el contrario, en el 

ápice sólo se observan bacterias aisladas que en número representan 4 

órdenes de magnitud menos con respecto a la base de la raíz (Lugtenberg 

et al., 2001). La mayor densidad en la base radicular es frecuente en las 

bacterias del género Pseudomonas (Lugtenberg y Leveau, 2007). Además, 

esta distribución también se observa durante la colonización de tomate por 

Acidovorax facilis, Acinetobacter radioresistens y Xanthomonas oryzae 

(Chin-A-Woeng et al., 1997) o de A. thaliana por B. subtilis FB17 (Rudrappa 

et al., 2008). Sin embargo, la localización varía ampliamente en función de 

la especie bacteriana. Baste citar a A. brasilense que forma densas BPs 

preferentemente en la zona de elongación de la raíz y en los pelos 

radiculares (Assmus et al., 1995), P. polymyxa que coloniza las zonas de 

elongación y de diferenciación del ápice radicular de Arabidopsis (Timmusk 

et al., 2005) o Azoarcus sp. strain BH72 que coloniza principalmente la zona 

de emergencia de raíces secundarias en plantas de arroz (Böhm et al., 

2007). Un caso curioso es el de Azospirillum irakense y Azospirillum 

brasilense que colonizan los pelos y el resto de la raíz de plantas de arroz, 

respectivamente, lo que hace que ambas especies no compitan en el 

proceso de colonización (Zhu et al., 2002).  Merece la pena destacar que, 

dependiendo de la especie vegetal, la distribución de la colonización puede 

ser diferente. Éste es el caso de Methylobacterium suomiense CBMB120, 

que coloniza las zonas de emergencia de raíces secundarias y espacios 

intercelulares en raíces de tomate. En cambio, en raíces de arroz no se ha 

encontrado en regiones intercelulares (Poonguzhali et al., 2008). 

Rudrappa y colaboradores (2008) han establecido, en base a evidencias 

experimentales, un modelo hipotético que explica la falta de uniformidad 

observada en las raíces colonizadas. Este modelo asigna un papel 

predominante a la disponibilidad de nutrientes. Los lugares de mayor 

colonización se corresponderían con los de mayor exudación. Según esta 

hipótesis, los ERs ejercen un efecto quimioatrayente sobre las bacterias, 
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con la consiguiente formación de microcolonias y posteriormente de BPs 

maduras. Diferentes estudios han relacionado la disponibilidad de nutrientes 

con la formación de BPs asociadas a superficies abióticas, de manera que se 

requieren unos niveles equilibrados de carbono (Klausen et al., 2003b; 

Shrout et al., 2006), fósforo (Allan et al., 2002) o nitrógeno (Allan et al., 

2002) para el desarrollo de un “biofilm” estructurado. Sin embargo, la 

formación de “biofilms” en localizaciones concretas de la raíz como las 

hendiduras intercelulares, no se explica simplemente por los niveles de 

exudación. En estas regiones la rugosidad de la superficie podría constituir 

un factor crítico que incrementa la adhesión bacteriana y por consiguiente, 

la colonización (Dandurand et al., 1997; Percival et al, 1999; Teughels et 

al., 2006).  

 

4.1. Utilización de nutrientes de los ERs 

 
El estudio de la utilización de nutrientes de los exudados se ha realizado 

principalmente mediante el empleo de mutantes bacterianos deficientes en 

su  metabolismo. Un ejemplo de ello es P. fluorescens WCS365, una 

eficiente colonizadora de la rizosfera de tomate (Simons et al., 1996). Un 

mutante mdh de WCS365 en la malato deshidrogenasa, que es deficiente 

en la utilización de ácidos orgánicos como fuente de carbono, está afectado 

en colonización competitiva de raíces de tomate, mientras que un mutante 

zwf en la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, deficiente en la utilización de 

azúcares, es igualmente competitivo (Lugtenberg et al., 1999). Los ERs de 

tomate tienen un contenido en ácidos orgánicos cinco veces mayor al de 

azúcares (Lugtenberg et al., 2001), lo que indicaría que los ácidos orgánicos 

son la principal fuente de carbono para esta cepa en la rizosfera de tomate. 

Un ejemplo de la importancia del catabolismo activo sobre azúcares 

presentes en los exudados lo constituye Enterobacter cloacae. Un mutante 

pfkA, deficiente en la utilización de muchos azúcares, pero que conserva 

intacta su capacidad de metabolizar fructosa, coloniza mejor la 

espermosfera de plantas con mayor contenido en este azúcar (Roberts et 

al., 1999, 2000). Como continuación a estos estudios, Liu y colaboradores 

(2007) compararon la contribución de la utilización de azúcares y ácidos 

orgánicos en la colonización de la rizosfera. Mediante estudios de 
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competición entre un mutante pfkA y un mutante sdhA en la sucinato 

deshidrogenasa se observó que este último era más competitivo, lo que 

otorgaría un papel relevante al metabolismo de azúcares durante la 

colonización de la rizosfera por E. cloacae. En cuanto a los aminoácidos, su 

concentración en los ERs de tomate no es suficiente para soportar el 

crecimiento bacteriano (Simons et al., 1997). Así, mutantes auxótrofos para 

leucina, arginina, histidina, isoleucina, valina o triptófano en P. fluorescens 

WCS365 no colonizan sus ápices radiculares (Simons et al., 1997). La 

disminución en la colonización también se ha observado en mutantes 

auxótrofos para glutamina y triptófano durante la colonización de la 

rizosfera de trigo por A. brasilense (Arsène et al., 1994). Asimismo, 

mutantes auxótrofos de P. putida KT2440 para fenilalanina, triptófano y 

tirosina están afectados en la colonización competitiva de la rizosfera de 

maíz (Molina-Henares et al., 2009). Análogamente, la capacidad de 

sintetizar vitaminas como la tiamina por P. fluorescens WCS365 (Simons et 

al., 1996) es también importante para la eficiencia competitiva en la 

rizosfera. Además del metabolismo de nutrientes, cabe mencionar también 

la necesidad de la regulación del transporte de los nutrientes presentes en 

los exudados. Así, un mutante de P. fluorescens WCS365 con una mayor 

capacidad de captura de putrescina (Kuiper et al., 2001) está afectado en la 

colonización competitiva de la rizosfera, mientras que un mutante defectivo 

en su captura es igualmente competitivo (Kuiper et al., 2001). En general, 

la capacidad de utilizar y competir por los nutrientes de los exudados es 

fundamental para la colonización y supervivencia en la rizosfera, de tal 

modo que bacterias afectadas en estas funciones tienen una colonización 

reducida. 

 
4.2. Importancia de la motilidad para la colonización de la rizosfera 

Durante la colonización de la rizosfera, las bacterias pueden emplear 

diferentes tipos de motilidad tales como “swimming”, “swarming”, 

“twitching”, “gliding” o “sliding”,  que se diferencian en aspectos como el 

apéndice celular empleado para el desplazamiento o la velocidad de 

expansión (Tabla 2) (Bardy et al., 2003; Harshey, 2003).  
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Tabla 2. Tipos de motilidad bacteriana  

Tipo de 
movimiento Apéndice celular Diferenciación 

celular 

Velocidad 
expansión 

(µm/s) 
“Swimming” Flagelo No >40 

“Swarming” Flagelo/Pili de tipo 
IV 

Si 2-10 

“Twitching” Pili de tipo IV No 0.06-0.3 
“Gliding” Desconocido No 0.025-10 

“Sliding/Spreading” Translocación 
pasiva No 0.03-6 

Obtenido de Harshey (2003). 
 

Entre los beneficios potenciales de la motilidad durante la colonización se 

incluye una mayor accesibilidad a nutrientes o la posibilidad de alcanzar 

regiones concretas de la raíz (Turnbull et al., 2001). La motilidad de 

distintas rizobacterias ha quedado patente mediante el aislamiento de diez 

cepas bacterianas eficientes colonizadoras de la rizosfera de plantas de 

aguacate. Todos los aislados presentaron motilidad tipo “twitching”, ocho de 

ellos tipo “swimming” y cinco tipo “swarming” (Pliego et al., 2007). El 

estudio de la motilidad bacteriana en la rizosfera se ha realizado 

principalmente mediante el empleo de mutantes defectivos en “swimming”. 

Así, varios autores han demostrado que mutantes de diferentes especies de 

Pseudomonas que están afectados en “swimming” no son deficientes en 

colonización de la rizosfera de trigo (Howie et al., 1987), soja (Scher et al., 

1988) o guisante (Bowers et al., 1993). En contraposición a estos estudios, 

se ha destacado la importancia de la motilidad en mutantes defectivos en 

“swimming” de P. fluorescens (de Weger et al., 1987; Simons et al., 1996; 

Dekkers et al., 1998c), P. chlororaphis (Chin-A-Woeng et al., 2000) y P. 

putida (Simons et al., 1996) ya que todos presentaron deficiencias en la 

colonización del ápice radicular de plantas de tomate. Además, se ha 

observado que variantes hipermóviles de P. brassicacearum (Aachouak et 

al., 2004) y de P. fluorescens (Martínez-Granero et al., 2006) presentan 

una mayor eficiencia colonizadora de ápices radiculares que la cepa 

silvestre. Todo esto es indicativo de la necesidad de la motilidad bacteriana 

para la colonización de partes distales de la raíz. Por otro lado, en lo que 

respecta a la caracterización de otros tipos de motilidad durante la 

colonización de la rizosfera, los estudios son escasos. Conviene destacar un 

trabajo de Böhm y colaboradores (2007) en el que concluyen que la 
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motilidad tipo “twitching” es importante para la colonización endofítica de 

raíces de arroz, mientras que su importancia es menor para la colonización 

de la superficie radicular. 

 

4.3. Quimiotaxis (QT) y colonización de superficies radiculares 

La colonización de la rizosfera por bacterias presentes en el suelo no 

rizosférico puede tener lugar mediante un proceso pasivo (ej. a través de 

flujos de corrientes) o debido a un proceso activo de movilidad bacteriana. 

En este último caso, los ERs participan en las etapas iniciales de la 

colonización ejerciendo un efecto quimiotáctico (Somers et al., 2004; 

Danhorn y Fuqua, 2007). Así, mutantes cheA de P. fluorescens defectivos 

en QT son menos competitivos en la colonización radicular de tomate a 

pesar de mantener intacta su motilidad dependiente de flagelo (de Weert et 

al, 2002). Lo mismo ocurre en mutantes de QT de Ralstonia solanacearum 

(Yao y Allen, 2006). Se ha demostrado que nutrientes de los ERs como 

ciertos aminoácidos, azúcares, ácidos orgánicos y compuestos aromáticos 

ejercen un efecto quimiotáctico sobre bacterias de géneros tales como 

Pseudomonas (Futamata et al., 1998; de Weert et al., 2002), Bacillus 

(Zheng y Sinclair, 1996; Yaryura et al., 2008) o Azospirillum (Zhulin et al., 

1988; López de Victoria y Lovell, 1993). Sin embargo, como los procesos de 

QT son altamente específicos, puede ocurrir que lo que sea quimioatrayente 

en un caso no lo sea en otro. Así por ejemplo, los ácidos orgánicos son los 

principales nutrientes para el crecimiento de P. fluorescens en la rizosfera 

de tomate (Lugtenberg et al., 2001), actuando como quimioatrayentes 

durante la colonización, mientras que no lo hacen los azúcares (de Weert et 

al., 2002). La especificidad de la quimioatracción también se hizo patente 

en un análisis transcripcional de P. aeruginosa en presencia de ERs de dos 

variedades de remolacha (Mark et al., 2005). Sólo uno de los ERs tuvo 

efecto sobre la expresión de genes relacionados con QT. 

Una vez que la célula bacteria ha alcanzado la superficie radicular, la 

adhesión es el primer paso para la colonización radicular y la posible 

formación de BPs. En esta unión inicial, apéndices celulares tales como 

fimbrias, pili de tipo IV y flagelos tienen un papel importante, mostrando un 

cierto paralelismo con lo que sucede en superficies abióticas, en donde son 
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necesarios para la estabilización de la interacción con la superficie y para 

reducir el efecto de las fuerzas electrostáticas repulsivas entre el sustrato y 

la superficie celular bacteriana (Pratt y Kolter, 1998; Kierek-Pearson y 

Karatan, 2005; y referencias citadas en éste). Así, mutantes de P. 

fluorescens carentes de flagelo (DeFlaun et al., 1994) y mutantes fliA y flgL 

de P. putida (Yousef-Coronado et al., 2008; Rodríguez-Hervá et al., 2009) 

están afectados en motilidad “swimming” y en la adhesión a semillas. Los 

flagelos también tienen un papel directo en la adhesión a raíces en A. 

brasilense. Mutantes que carecen de flagelos son deficientes en la adhesión 

a raíces de trigo y la purificación de estos flagelos demostró que éstos se 

adherían “in vitro” a raíces de trigo (Croes et al., 1993). Por otro lado, 

mutantes pilA, que son defectivos en pili de tipo IV de R. solanacearum, 

presentan una notable disminución en la adhesión a raíces de tomate (Kang 

et al., 2002). Igualmente, se ha visto una correlación positiva entre la 

síntesis de pili tipo I (fimbrias) en P. fluorescens y la adhesión a raíces de 

maíz (Vesper, 1987).  

En la adhesión a superficies radiculares también intervienen proteínas de 

membrana externa que, a su vez, son importantes para la formación de BPs 

en superficies abióticas en Enterococcus faecalis (Toledo-Arana et al., 

2001), P. fluorescens WCS365 (Hinsa et al., 2003), Escherichia coli (Roux et 

al., 2005) o Salmonella enterica (Latasa et al., 2005). La importancia de 

estas proteínas se ha observado en P. putida KT2440, que requiere de la 

adhesina LapA para una adhesión eficiente a semillas de maíz y para 

obtener una adecuada colonización competitiva de la raíz (Yousef-Coronado 

et al., 2008). Además, la adhesina LapF, única en P. putida, parece tener un 

papel específico en la interacción con superficies vegetales (Espinosa-Urgel 

et al., 2000). Igualmente, la adhesina OmpA de E. coli O157:H7 es 

necesaria para la unión a plántulas y semillas de alfalfa, según lo observado 

con el mutante ompA, que presenta sólo el 10% de la adhesión de la cepa 

silvestre (Torres et al., 2005).  

Los exopolisacáridos (EPS) también tienen un papel importante en la 

adhesión a superficies vegetales. Así, en A. tumefaciens mutantes cel y 

chvB, afectados en la producción de EPS de naturaleza celulósica, son 

deficientes en la adhesión a raíces de A. thaliana (Matthysse y McMahan, 

1998) y de tomate (Matthysse et al., 2005). La síntesis de celulosa también 
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es importante en S. enterica, ya que un mutante bcsA, defectivo en la 

síntesis de celulosa, presenta una menor adhesión a plántulas de alfalfa 

(Barak et al., 2007). Asimismo, la mutación de un regulador negativo de la 

síntesis de alginato (mucA) en P. fluorescens CHA0, aumenta la síntesis del 

EPS, lo que ocasiona una mayor adhesión radicular (Bianciotto et al., 2001). 

Las propiedades físico-químicas de la superficie celular también pueden ser 

importantes para la adhesión. Esto se ha demostrado con mutantes yihO de 

S. enterica, que son deficientes en la síntesis del antígeno-O y presentan 

una menor adhesión a plántulas de alfalfa (Barak et al., 2007). Además, en 

P. putida KT2440, un mutante galU, que en P. aeruginosa se sabe que es 

defectivo en la síntesis del “core” lipopolisacarídico (Lam et al., 2004), está 

afectado en la adhesión a semillas de maíz (Yousef-Coronado et al., 2008).  

Siguiendo con el paralelismo establecido entre la formación de “biofilms” 

en superficies bióticas y abióticas, varios reguladores de A. tumefaciens se 

han relacionado con la formación de BPs en ambas superficies. Así, SinR es 

un regulador positivo necesario para el desarrollo de “biofilms” en 

superficies abióticas (Ramey et al., 2004b). Mutantes sinR forman BPs 

mucho menos complejas que la cepa silvestre en raíces de Arabidopsis 

(Ramey et al., 2004b).  Por el contrario, BigR es un represor de la síntesis 

de “biofilms” en superficies abióticas y los mutantes bigR forman BPs con 

mayor biomasa que la cepa silvestre durante la colonización de raíces de 

tabaco (Barbosa y Benedetti, 2007). El desarrollo de una BP madura en 

superficies abióticas se ha asociado con la formación de una matriz 

exopolisacarídica (Friedman y Kolter, 2004a,b; Branda et al., 2005; Ryder 

et al., 2007). En relación con esto, la presencia de ERs provoca cambios en 

la composición de los EPS de A. brasilense, aumentando su proporción en 

arabinosa y xilosa (Fischer et al., 2003). La formación de la matriz 

exopolisacarídica se ha observado durante la colonización de raíces de 

Arabidopsis y de plantas de albahaca por P. aeruginosa (Walker et al., 

2004). Además, en experimentos llevados a cabo durante la colonización de 

raíces de tomate, la superproducción de celulosa en A. tumefaciens da lugar 

a una BP más desarrollada (Matthysse et al., 2005).  

Como se ha mencionado anteriormente en esta introducción, la 

disgregación de bacterias desde la BP es la etapa que cierra el ciclo de 

formación del “biofilm” en superficies abióticas. Actualmente no existen 
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datos experimentales sobre el efecto que la disgregación de las BPs pueda 

tener sobre la colonización de la rizosfera. El único trabajo del que 

tengamos conocimiento se refiere al fitopatógeno foliar Xanthomonas 

campestris pv campestris (Xcc). En este caso, un mutante en una enzima 

extracelular que hidroliza mananos tiene afectada su capacidad de 

disgregación de la BP y una menor virulencia. Los autores explican este 

fenotipo pleiotrópico como consecuencia de la baja capacidad de 

disgregación del mutante (Dow et al., 2003).  

 
4.4. Implicación del quorum-sensing  

La gran densidad celular dentro de las BPs sugiere que tanto su 

desarrollo como la fisiología de las bacterias que las componen estén 

regulados por procesos dependientes de quorum-sensing (QS). Mediante QS 

las bacterias coordinan su expresión génica en respuesta a altos niveles de 

densidad celular a través de la síntesis de una serie de pequeñas moléculas 

señalizadoras (autoinductores o feromonas) que difunden a través de las 

membranas celulares. Se conocen distintos tipos de señales autoinductoras, 

aunque en proteobacterias son principalmente homoserín-lactonas (HSLs) 

(Williams et al, 2007; y referencias citadas en éste). Una de las primeras 

evidencias de la existencia de HSLs en los “biofilms” en superficies abióticas 

surgió en unos estudios realizados por McLean y colaboradores (1997). A 

partir de ellos, numerosos datos experimentales destacan la importancia de 

los mecanismos dependientes de QS en la formación de las BPs (Zhu y 

Mekalanos, 2003; Sakuragi y Kolter, 2007; Patriquin et al., 2008; Waters et 

al., 2008; Riedel et al., 2009). La producción de HSLs está ampliamente 

distribuída entre las rizobacterias (Cha et al., 1998; Berg et al., 2002; 

Danhorn y Fuqua, 2007; y referencias citadas en éste), habiéndose 

sugerido que su incidencia en Pseudomonas es mayor entre las bacterias 

aisladas de la raíz que en los aislados de suelo no rizosférico (Elasri et al., 

2001). Así, la síntesis de HSLs es habitual en bacterias presentes en la 

rizosfera de tomate (Steidle et al., 2001) y trigo (Gantner et al., 2006). 

Además, se sabe que estas moléculas pueden difundir hasta 37 y 78 µm en 

el ápice y los pelos radicales, respectivamente (Gantner et al., 2006), lo que 

les otorga un interés ecológico. Se conoce un ejemplo, el de P. fluorescens 

2P24, en el que se ha demostrado que las HSLs son fundamentales tanto 
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para la formación de BPs en superficies abióticas como para la colonización 

de la rizosfera (Wei y Zhang, 2006). No obstante, otros mecanismos 

diferentes a los mediados por señales diferentes a HSLs deben de ser 

importantes en la colonización de la rizosfera. Así, se conocen numerosos 

ejemplos de bacterias que son eficientes colonizadoras en condiciones 

gnotobióticas y que no sintetizan estas señales. Este es el caso de P. putida 

KT2440. Un mutante de esta bacteria en el gen ddcA cuya expresión está 

regulada por densidad celular está afectado en adhesión a la espermosfera 

de maíz (Espinosa-Urgel y Ramos, 2004) y es competitivamente deficiente 

en la colonización con respecto a la cepa silvestre (Fernández-Piñar et al., 

2008). Por último cabe mencionar que, junto a las moléculas señal 

producidas por bacterias asociadas a plantas, también las raíces de plantas 

de arroz, tomate, lechuga o Arabidopsis exudan compuestos que mimetizan 

las HSLs bacterianas. Esto les permite regular procesos dependientes de 

densidad como la síntesis de antibióticos o el “swarming” y sugiere un alto 

grado de coevolución en la interacción planta-bacteria (Teplitski et al., 

2000; Gao et al., 2003 y 2007). 

 

5. Tecnologías empleadas para el estudio de la expresión génica en la 

rizosfera 

 
Durante la colonización y adaptación a la vida en la rizosfera, es 

previsible que las bacterias modifiquen su patrón de expresión génica como 

mecanismo adaptativo a la interacción que se establece con la planta. El 

estudio de la expresión génica en la rizosfera o en presencia de ERs se inició 

con el uso de fusiones transcripcionales a genes reporteros como gfp, gusA, 

lacZ o luxAB (Bloemberg et al., 2007; y referencias citadas en éste). Así se 

identificaron promotores inducibles en la rizosfera (Egener et al., 1998; 

Allaway et al., 2001; Boldt et al, 2004) o en presencia de ERs (Peters et al., 

1986; van Overbeek y van Elsas, 1995; Vílchez et al., 2000; Espinosa-Urgel 

y Ramos, 2001; Dunn et al., 2003). Posteriormente, se abordó el estudio de 

la expresión génica durante la interacción planta-bacteria mediante el 

empleo de tecnologías como IVET (del inglés, “In Vivo Expression 

Technology”). La tecnología IVET permite la identificación y el aislamiento 

de promotores activos “in vivo” en una situación concreta. La selección en la 
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rizosfera está basada en la necesidad de la expresión de un gen desprovisto 

de su promotor que es esencial para la supervivencia en este hábitat tales 

como asd o dap (Espinosa-Urgel y Ramos-González, 2004; y referencias 

citadas en éste). La utilización de IVET ha permitido hasta ahora el estudio 

de la expresión génica de P. fluorescens SBW25 en la rizosfera de 

remolacha (Rainey, 1999; Gal et al., 2003; Silby et al., 2009), de P. putida 

KT2440 en la rizosfera de maíz (Ramos-González et al., 2005), de Rasltonia 

leguminosarum A34 en la rizosfera de guisante (Barr et al., 2008) y de P. 

stutzeri A15 durante la colonización e infección de raíces de arroz (Rediers 

et al., 2003). Estos análisis han identificado genes implicados en 

detoxificación de compuestos tóxicos, resistencia a estrés, metabolismo 

central, transporte, secreción, regulación génica global y funciones 

directamente relacionadas con la formación de BPs (QT, flagelo o formación 

de EPS). Sin embargo, el empleo de otras técnicas también ha permitido la 

identificación de genes relevantes en la interacción planta-bacteria. Langlois 

y colaboradores (2002), realizaron un análisis proteómico del saprófito 

Gram positivo Streptomyces coelicolor en presencia de la planta acuática 

Lemna minor, llegando a identificar variaciones en los niveles de treinta y 

una proteínas. Estas proteínas se categorizaron funcionalmente y se 

relacionaron con el metabolismo energético, el catabolismo de compuestos 

carbonados derivados de la planta y con la respuesta a estrés, lo que ilustra 

cambios para la adaptación fisiológica de la bacteria en respuesta a los ERs. 

Más recientemente se ha incorporado la tecnología de “microarrays” al 

estudio de la expresión génica en la rizosfera. Mark y colaboradores (2005) 

llevaron a cabo un estudio de la expresión génica de P. aeruginosa en 

presencia de ERs de plantas de remolacha. Más del 8% de los genes 

presentaron una alteración en su transcripción, incluyendo genes de 

metabolismo, motilidad, QT, síntesis de EPS o secreción.  

 

5.1. Expresión génica en la rizosfera 

Anteriormente en esta introducción se ha descrito la importancia de la 

utilización de nutrientes presentes en los exudados para la colonización 

eficiente de la rizosfera. La inducción de varios genes implicados en el 

metabolismo de estos nutrientes se ha observado en la rizosfera o en 
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presencia de ERs. Así, el gen hutT se identificó en un estudio IVET en la 

rizosfera de plantas de remolacha (Rainey, 1999). HutT está implicado en la 

utilización de histidina por P. fluorescens SBW25. También se ha observado 

la inducción transcripcional de genes de P. putida KT2440 implicados en el 

catabolismo de aminoácidos en presencia de ERs de maíz. Baste citar a 

putA (Vílchez et al., 2000) y davT (Espinosa-Urgel y Ramos, 2001), 

necesarios para el catabolismo de la prolina y de la lisina, respectivamente. 

Además, una característica extendida de las rizobacterias es la capacidad de 

metabolizar una amplia variedad de compuestos aromáticos, muchos de 

ellos de origen vegetal (Kamath et al., 2004; Shaw et al., 2006), y 

utilizarlos como fuente de carbono y energía (Jiménez et al., 2002). Esto 

explicaría la inducción transcripcional de genes implicados en el catabolismo 

de estos compuestos que se observa en un análisis genómico en presencia 

de ERs (Mark et al., 2005) o en la rizosfera mediante el empleo de la 

tecnología IVET (Gal et al., 2003; Rieders et al., 2003; Barr et al., 2008). 

Los compuestos aromáticos pueden llegar a ser tóxicos para la bacteria y 

generar respuestas de estrés (Domínguez-Cuevas et al., 2006), por lo que 

su metabolización puede conferir una ventaja adaptativa a las bacterias 

durante la colonización de la rizosfera. Miché y colaboradores (2003) han 

observado que los ERs inducen la transcripción de genes implicados en la 

respuesta frente a choque térmico, tales como dnaK y grpE, o frente a 

diferentes estreses ambientales, como uspA. Ambos tipos de respuestas se 

establecen en presencia de compuestos aromáticos (Nyström y Neidhordt, 

1994; Domínguez-Cuevas et al., 2006). Se ha demostrado que la proteína 

PinA de P. fluorescens SBW25, cuyo gen se identificó mediante IVET (Gal et 

al., 2003), presenta actividad nitrilasa. PinA detoxifica nitrilos producidos 

por la planta que pueden llegar a ser tóxicos para la bacteria, permitiendo 

así la colonización de tejidos en presencia de niveles elevados de estos 

nitrilos (Howden et al., 2009). Sin embargo, uno de los principales estreses 

a los que se someten las bacterias en la rizosfera es el estrés oxidativo. Las 

especies reactivas de oxígeno (ROS, del inglés, “Reactive Oxygen Species”) 

presentes en la raíz tales como el peróxido de hidrógeno (H2O2), ión 

superóxido (O2
•-) y el radical hidroxilo (OH•), son donadores de electrones 

que intervienen en procesos de transducción de señal en respuesta a 

situaciones de estrés (Liszkay et al., 2004; Perry et al., 2007) o en el 
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crecimiento y diferenciación radicular (Dunand et al., 2007). Se ha 

propuesto que es en respuesta a la producción de ROS, por lo que aparecen 

inducidos en la rizosfera una serie de genes que codifican peroxidasas 

(Rainey, 1999; Miché et al., 2003; Rediers et al., 2003), glioxilasas (Rainey, 

1999) o superóxido dismutasas (Kim et al., 2000; Langlois et al., 2003; 

Miché et al., 2003). 

En cuanto al metabolismo energético en la rizosfera, se identificó la 

inducción transcripcional de los operones nuo y ndh, que codifican 

respectivamente las NADH deshidrogenasas NDH-1 y NDH-2 de P. 

fluorescens WCS365. NDH-1 y NDH-2 muestran diferente especificidad de 

sustratos y sensibilidad a inhibidores, junto con una expresión diferencial en 

función de la tensión superficial de oxígeno (Camacho-Carvajal et al., 

2002). Además, únicamente NDH-1 puede generar gradiente de protones 

(Matsushita et al. 1987) y es necesario para una colonización competitiva 

eficiente del ápice radicular y para un crecimiento competitivo en ERs 

(Camacho-Carvajal et al., 2002). Los autores sugieren que WCS365 

requiere de la producción de energía dependiente de NDH-1 para la 

supervivencia en las condiciones ambientales reinantes en la rizosfera. 

 Conviene también mencionar la identificación, mediante IVET y fusiones 

a genes reporteros, de la inducción transcripcional de genes rsp de P. 

fluorescens SBW25 en la rizosfera de Arabidopsis (Jackson et al., 2005). Las 

proteínas Rsp muestran una elevada similitud a los sistemas de secreción 

de tipo III (TTSS) de P. syringae y Erwinia amylovora (Preston et al., 2001). 

Estos sistemas de secreción están implicados en el ensamblaje de flagelos, 

secreción e inyección de proteínas en el interior de células eucariotas 

promoviendo simbiosis mutualistas o patogénesis (Preston, 2007). Sin 

embargo, su función biológica en PGPRs tales como P. fluorescens SBW25 

es desconocida, aunque se ha propuesto su implicación en la adaptación al 

crecimiento en asociación con la planta (Somers et al., 2004). 

En P. fluorescens F113, los genes que codifican las recombinasas 

específicas de sitio Sss y XerD se inducen en la rizosfera de plantas de 

alfalfa, pero no se inducen en presencia de ERs (Martínez-Granero et al., 

2005). Estas recombinasas son las responsables de la aparición de variantes 

fenotípicas durante la colonización de la rizosfera de alfalfa por P. 

fluorescens F113 (Sánchez-Contreras et al., 2002). La aparición de 

   29



Introducción general                                                                                                                         

variantes fenotípicas es habitual durante la colonización de la rizosfera y 

genera diversidad genética que permite una mejor adaptación al ambiente 

complejo rizosférico (Achouak et al., 2004; van den Broek, et al., 2005). 

Así, mutantes sss (Dekkers et al., 1998b; Martínez-Granero et al., 2005) y 

xerD (Martínez-Granero et al., 2005) en P. fluorescens están afectados en la 

colonización de ápices radiculares. El análisis de las variantes fenotípicas 

surgidas durante la colonización de la rizosfera indica que presentan una 

mayor motilidad y alguna de estas variantes se caracteriza por tener una 

mayor capacidad competitiva que la cepa silvestre (Martínez-Granero et al., 

2006). Además, en ellas se observó una aparición preferencial de 

mutaciones en el sistema de dos componentes GacS/GacA (Martínez-

Granero et al., 2005, 2006). La aparición de mutaciones en este sistema se 

ha observado que es frecuente en la rizosfera (Chancey et al., 2002; 

Sánchez-Contreras et al., 2002). 

La inducción de reguladores transcripcionales, que permiten a las células 

responder a estímulos ambientales y modular cambios en la expresión 

génica, es también frecuente en la rizosfera (Rainey, 1999; Gal et al., 

2003; Rediers et al., 2003; Ramos-González et al., 2005; Barr et al., 2008). 

En cambio, el número de reguladores estudiados en la rizosfera es escaso. 

Un ejemplo es el gen colS, del sistema de dos componente ColS/ColR, que 

se identificó mediante IVET en P. putida KT2440 por su inducción en la 

rizosfera de maíz (Ramos-González et al., 2005). En P. fluorescens 

WCS365, un mutante colS (Dekkers et al., 1998a), junto con  mutantes en 

dos genes de su regulón que codifican una metiltranferasa y la heptosa 

quinasa WapQ (de Weert et al., 2006), están afectados en colonización 

competitiva de ápices radiculares de tomate. Además, un mutante colS 

presenta menor capacidad competitiva que la cepa silvestre durante el 

crecimiento en ERs de tomate (de Weert et al., 2006). Los autores sugieren 

un modelo en el cual la metiltransferasa y WapQ actuarían modificando el 

estado de metilación y de fosforilación de los lipopolisacáridos (LPS) de la 

membrana externa celular, alterando las propiedades físico-químicas de la 

membrana. Estas modificaciones serían las responsables de las diferencias 

en la capacidad competitiva y en la mayor resistencia frente a antibióticos 

observada en los mutantes colS (de Weert et al., 2006). Recientemente, se 

ha descrito la activación transcripcional del locus PA4753 de P. aeruginosa 
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en presencia de ERs. Este locus codifica una proteína de función 

desconocida con un dominio de unión a ARN cuyo mutante PA4753 está 

afectado en la colonización competitiva (Mark et al., 2005). Sin embargo, su 

ortólogo en R. solanacearum GMI1000, el gen que codifica Rsc1524, 

reprime su transcripción en presencia de ERs de plantas como tomate, 

remolacha, trigo o Arabidopsis (Franks et al., 2008).  

En otra serie de estudios, Barr y colaboradores (2008), mediante un 

análisis IVET de la expresión génica de R. leguminosarum A34 en la 

rizosfera de guisante identificaron dos genes que codifican proteínas 

sensoras con dominios GGDEF y EAL. Estos dominios controlan el 

metabolismo del segundo mensajero bacteriano diguanilato cíclico (di-

GMPc) y están implicados en la transición de sesilidad a motilidad (Simm et 

al., 2004; Römling y Amikan, 2006). 

 

6. Metabolismo del di-GMPc en la célula bacteriana 

La estructura molecular del bis-(3’,5’)-monofosfato de guanosina cíclico 

(di-GMPc) (Figura 7) y su presencia en bacterias se documentó por primera 

vez por el grupo de Benziman (Ross et al., 1987), después de detectar su 

papel como activador alostérico de la enzima celulosa sintasa en 

Gluconacetobacter xylinus (Ross et al., 1985, 1991). Posteriormente, Hecht 

y Newton (1995) relacionaron el regulador de respuesta PleD con la pérdida 

de motilidad y los cambios morfológicos que ocurren durante el ciclo celular 

de Caulobacter crecentus. PleD tiene un dominio GGDEF que presentaba 

una alta identidad con los dominios existentes en otras seis proteínas 

bacterianas de función desconocida. Sin embargo no fue hasta 1998 cuando 

se estableció la primera relación entre el metabolismo del di-GMPc y 

proteínas con dominios GGDEF y EAL (Tal et al., 1998). Actualmente se 

conoce que estas proteínas están distribuidas ampliamente en multitud de 

genomas bacterianos, principalmente en bacterias Gram negativas, 

mientras que están ausentes en arqueas y eucariotas (Galperin, 2004; 

Hengge, 2009).  

La síntesis y degradación del di-GMPc está catalizada por enzimas con 

actividad diguanilato ciclasa (DGC) y fosfodiesterasa (PDE), 

respectivamente. Los dominios GGDEF presentan actividad DGC, mientras 

   31



Introducción general                                                                                                                         

que los dominios EAL y HD-GYP son los responsables de la actividad PDE 

(Hengge et al., 2009) (Fig. 7). Aunque estos dominios tengan una longitud 

comprendida entre 170 y 240 aminoácidos (Galperin et al., 2001; Römling 

et al., 2005), la nomenclatura proviene de la conservación aminoacídica de 

sus centros activos. La presencia íntegra de las secuencias GGDEF (o su 

variante GGEEF), EAL y HD-GYP son importantes para mantener la actividad 

DGC o PDE. Múltiples estudios han demostrado que la generación de 

mutaciones puntuales en alguno de los residuos de los dominios, elimina la 

actividad enzimática de la proteína (Tamayo et al., 2005; Tischler y Camilli, 

2005; Gjermansen et al., 2006; Ryan et al., 2006; Kim y McCather, 2007; 

Paul et al., 2007). Sin embargo, esta actividad enzimática no siempre se 

puede predecir en función de la conservación de la secuencia aminoacídica 

en el centro activo. En un estudio de Kulasakara y colaboradores (2006) 

llevado a cabo en P. aeruginosa, únicamente se detectó actividad PDE en 

cuatro de cinco proteínas con dominio EAL y actividad DGC en siete de 

diecisiete proteínas con dominio GGDEF. Asimismo, sólo una de las dieciséis 

proteínas duales GGDEF/EAL presentó actividad enzimática, 

independientemente de la conservación íntegra de los aminoácidos 

indispensables para la actividad de los dominios. 

La primera evidencia bioquímica de la actividad DGC en proteínas con 

dominios GGDEF se obtuvo mediante la purificación del regulador de 

respuesta PleD en C. crescentus. La proteína PleD sintetiza di-GMPc a partir 

de dos moléculas de GTP en un proceso dependiente de la fosforilación de 

su dominio receptor N-terminal (Fig. 7) (Paul et al., 2004). En cuanto a la 

actividad PDE, mediante la purificación del dominio EAL de la proteína YahA 

de E. coli, se demostró su actividad PDE “in vitro”, sin que fuera necesario 

el requerimiento de ningún otro dominio proteico (Schmidt et al., 2005). En 

la reacción que cataliza la PDE, el dominio EAL hidroliza di-GMPc al 

dinucleótido lineal 5´-fosfoguanilil (3´-5´)-guanosina (pGpG), (Römling et 

al., 2005). Esta actividad depende de la presencia de cationes divalentes 

tales como Mg+2 o Mn+2, mientras que se inhibe por la presencia de Ca+2 o 

Zn+2 (Christen et al., 2005;  Schmidt et al., 2005). La degradación de pGpG 

a dos moléculas de GMP se cataliza por la acción de fosfodiesterasas 

inespecíficas, siendo las proteínas con dominios EAL muy ineficientes para 

esta actividad enzimática y probablemente no tengan relevancia fisiológica 
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(Römling et al., 2005). Recientemente, como ya había sugerido Galperin y 

colaboradores (2001), se ha descrito la existencia de un segundo dominio 

con actividad PDE específica sobre di-GMPc, el dominio HD-GYP (Ryan et al., 

2006). Las proteínas con este dominio son capaces de romper el enlace 

fosfodiéster de di-GMPc, generando pGpG que posteriormente degradan a 

dos moléculas de GMP (Tamayo et al., 2007) (Fig. 7).    

                                                    

 
 
Figura 7. Metabolismo y fenotipos regulados por di-GMPc. Las proteínas con 
dominios GGDEF, que presentan actividad diguanilato ciclasa (DGC), sintetizan di-
GMPc a partir de 2 moléculas de GTP. La actividad fosfodiesterasa (PDE) de los 
dominios EAL, hidroliza di-GMPc al dinucleótido lineal (pGpG). Posteriormente, 
pGpG es degradado a 2 moléculas de GMP por la acción de fosfodiesterasas 
inespecíficas. El dominio HD-GYP también presenta actividad PDE e hidroliza di-
GMPc a 2 moléculas de GMP. En general, concentraciones intracelulares elevadas de 
di-GMPc promueven la síntesis de exopolisacáridos, un aumento en la capacidad de 
formar biopelículas, una morfología rugosa de las colonias o la agregación celular. A 
la inversa, la disminución de los niveles del segundo mensajero aumenta la 
motilidad y virulencia bacteriana. Adaptado de Hengge (2009).  
 
 

Una de las características relevantes de las proteínas con actividades 

enzimáticas DGC y PDE es su naturaleza multimodular. Es frecuente que los 

dominios GGDEF, EAL o HD-GYP aparezcan asociados en su extremo N-

terminal, a módulos que les permiten sensar una serie de señales 

ambientales tales como la luz (ej. BLUF) o moléculas gaseosas (ej. PAS o 

PAC). Estos módulos también responden a señales intracelulares como la 

fosforilación (ej. REC o CheY), unión de proteínas o péptidos (ej. CHASE) o 

nucleótidos y nucleósidos (ej. GAF o cNMP), entre otros. Estas señales 

pueden integrarse y ser transmitidas a través de dominios presentes en el 
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extremo C-terminal tales como el HTH de unión a ADN (Galperin et al., 

2001; Römling et al., 2005; y referencias citadas en éstos). Muchas de 

estas proteínas poseen regiones transmembrana, que permiten la 

localización de los módulos sensores en el espacio periplásmico. La 

intregración de estas señales permite a la bacteria modificar los niveles 

intracelulares de di-GMPc (Römling et al., 2005; y referencias citadas en 

éste).   

Cuando los dominios GGDEF, EAL y HD-GYP aparecen localizados en 

tándem dentro de la misma proteína, el dominio GGDEF suele estar en el 

extremo N-terminal (Römling et al., 2005). En la mayoría de los casos, 

estas proteínas no presentan las dos actividades enzimáticas, ni “in vivo”, ni 

cuando se ensaya su actividad “in vitro” (Christen et al., 2005; Kulasakara 

et al., 2006; Weber et al., 2006; Kuchma et al., 2007). Sin embargo, la 

presencia de ambos dominios sugirió la posibilidad de que ambos sean 

activos, permitiendo una regulación más precisa de los niveles de di-GMPc. 

Aunque esto ya se había sugerido “in vivo” (Römling et al., 2005), la 

primera evidencia experimental “in vitro” de la doble actividad DGC-PDE se 

obtuvo con el fitocromo BphG1 de Rhodobacter sphaeroides (Tarutina et al., 

2006). La proteína BphG1 presenta actividad PDE. Sin embargo, la deleción 

de su dominio EAL ocasiona la aparición de actividad DGC “in vitro” en 

respuesta a la percepción de luz (Tarutina et al., 2006). La presencia de dos 

actividades enzimáticas también se ha observado “in vivo” en la proteína 

ScrC de Vibrio parahaemolyticus (Ferreira et al., 2008) e “in vitro” en la 

proteína MSDGC-1 de Mycobacterium smegmatis (Kumar y Chatterji, 2008).  

En la vía de transducción de señales en la que interviene el di-GMPc, las 

proteínas con actividad DGC y PDE pueden responder a diferentes estímulos 

a través de su dominio sensor N-terminal. Estas señales pueden provocar la 

activación o la inhibición enzimática de la proteína, provocando la alteración 

de los niveles intracelulares del segundo mensajero. Actualmente se 

conocen varios efectores celulares que pueden unir di-GMPc y responder a 

las variaciones en su concentración (Hengge, 2009; y referencias citadas en 

éste). Así, la unión del segundo mensajero al efector ser responsable de 

que éste interaccione con una molécula o estructura diana dando lugar a 

alteraciones transcripcionales, si el efector es un regulador transcripcional 

(Hickman y Harwood, 2008), regulando actividades enzimáticas (Oglesby et 
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al., 2008) o el funcionamiento de estructuras celulares complejas como los 

flagelos (Pesavento et al., 2008).  

                                                                     

6.1. Fenotipos regulados por di-GMPc  

La enorme diversidad de proteínas con actividad DGC o PDE codificadas 

en los genomas bacterianos sugiere que los procesos celulares controlados 

por este segundo mensajero puedan ser muy variables. En términos 

generales, niveles elevados de di-GMPc promueven la formación de EPS 

(Lee et al., 2007; Bobrov et al., 2008; Nakhamchik et al., 2008) y BPs 

(Hickman et al., 2005; Gjermansen et al., 2006; Kuchma et al., 2007; 

Nakhamchik et al., 2008), confieren una morfología de colonia rugosa 

(Simm et al., 2004; Gjermansen et al., 2006; Beyhan y Yildiz, 2007), 

desencadenan procesos de QS (Andrade et al., 2006; Waters et al., 2008), 

e inhiben la motilidad celular (Kazmierczak et al., 2006; Kim y McCarter, 

2007; Pesavento et al., 2008) y la virulencia (Tischler y Camilli, 2005; Ryan 

et al., 2006, 2007), (Fig. 7). En este contexto cabría mencionar un trabajo 

en el que la deleción de los doce genes que codifican proteínas GGDEF en S. 

enteritidis 3934 inhibe la síntesis de celulosa, la formación de fimbrias y 

“biofilm”, además de la motilidad y la virulencia. Mediante el reclutamiento 

individual de genes con dominio GGDEF se ha demostrado que un único 

gen, stm4551, complementa la mayoría de los fenotipos. De éstos, el único 

que requirió el segundo mensajero fue la síntesis de celulosa, mientras que 

el resto están regulados de manera independiente a la síntesis de di-GMPc 

(Solano et al., 2009).  

El primer fenotipo asociado a la síntesis de di-GMPc, como ya se ha 

citado anteriormente, fue el relacionado con su papel como activador 

alostérico de la celulosa (Ross et al., 1985; 1987). La inducción de la 

síntesis de EPS es uno de los principales fenotipos asociados con el aumento 

de la concentración intracelular de di-GMPc. Así, la generación de un 

mutante adrA, elimina la capacidad de Salmonella typhimurium 14028 de 

sintetizar celulosa. Esta mutación se consiguió complementar, no sólo 

mediante la introducción del gen silvestre en multicopia, sino mediante la 

introducción de otros genes como gcpA, gcpB, gcpC o gcpF, que codifican 

proteínas con dominios GGDEF (García et al., 2004). Otro ejemplo claro se 
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produce a través de la mutación del gen wspF en P. aeruginosa. Este 

mutante presenta una fosforilación constitutiva de la diguanilato ciclasa 

WspR, que aumenta los niveles intracelulares de di-GMPc y como 

consecuencia tiene lugar la inducción transcripcional de los genes psl y pel 

de síntesis de EPS (Hickman et al., 2005). En la misma bacteria, la síntesis 

de alginato está regulada por el regulador MucR, una proteína dual 

GGDEF/EAL, de modo que su deleción disminuye la producción de este EPS 

cerca de cuarenta veces (Oglesby et al., 2008; Hay et al., 2009).  

La morfología rugosa de las colonias aparece generalmente asociada a 

un aumento en la síntesis de EPS, resultando en la aparición de colonias 

altamente estructuradas (Lim et al., 2006, 2007; Güvener y Harwood, 

2007; Nakhamchik et al., 2008). La síntesis de EPS, como se ha citado 

anteriormente en esta Introducción, es importante para el desarrollo de una 

conducta multicelular como es el “biofilm”. Simm y colaboradores (2004) 

correlacionaron el aumento de los niveles intracelulares de di-GMPc en S. 

typhimurium con el incremento en la producción de celulosa y con una 

mayor formación de BPs. Un ejemplo bien conocido es la regulación positiva 

de la síntesis de EPS a través de VpsR en Vibrio cholerae. Aquí, la proteína 

con actividad PDE VieA disminuye los niveles de di-GMPc y reprime 

indirectamente la transcripción de vpsR. En consecuencia, disminuye la 

síntesis de EPS y con ella la formación de BPs (Tischler y Camilli, 2004; 

Martínez-Wilson et al., 2008). Existen otros factores independientes a la 

síntesis de EPS mediante los cuales el di-GMPc regula la formación de BPs. 

Así, en P. fluorescens, la proteína LapD está implicada en la localización en 

la superficie celular de la adhesina LapA, indispensable para la formación de 

BPs en superficies abióticas (Hinsa et al., 2003; Hinsa y O´Toole, 2006). 

LapD presenta dominios citoplasmáticos GGDEF y EAL sin actividad 

enzimática, pero su dominio EAL mantiene la capacidad de unir di-GMPc 

(Newell et al., 2009). Se ha propuesto un modelo de señalización 

transmembrana en el cual LapD sensaría la concentración intracelular del 

segundo mensajero, generando un cambio conformacional en su dominio 

HAMP periplásmico. La estabilización de LapA en la superficie celular 

dependería de este proceso (Newell et al., 2009). 

Altos niveles de di-GMPc se correlacionan con la disminución de distintos 

tipos de motilidad tales como “swimming” (Gjermansen et al., 2006; 

 36 



                                                                                                          Introducción general 

Martínez-Wilson et al., 2008; Pesavento et al., 2008), “swarming” (Kim y 

McCarter, 2007; Kuchma et al., 2007) o “twitching” (Kazmierczak et al., 

2006). Una de las primeras evidencias de la implicación de di-GMPc en la 

motilidad se obtuvo estudiando el gen fimX de P. aeruginosa (Huang et al., 

2003). FimX es una proteína dual GGDEF/EAL que sólo que presenta 

actividad PDE “in vitro”, aunque con una baja eficiencia catalítica 

(Kazmierczak et al., 2006; Rao et al., 2008). Un mutante fimX muestra una 

motilidad tipo “twitching” reducida, debido a que presenta un menor 

número de pili de tipo IV en la superficie celular (Kazmierczak et al., 2006). 

En Vibrio fischeri, el “swimming” depende de la presencia de Mg+2 en el 

medio (O´Shea et al., 2006). En ausencia de Mg+2, mutantes en dos 

reguladores negativos de la síntesis de flagelina, MifA y MifB, restauran la 

motilidad. Ambas proteínas tienen actividad DGC. Con respecto a la 

motilidad en superficie, un mutante bifA de P. aeruginosa es defectivo en la 

motilidad tipo “swarming”. La proteína BifA presenta actividad PDE, de tal 

modo que el mutante tiene niveles elevados de di-GMPc (Kuchma et al., 

2007). 

Anteriormente en esta Introducción se ha mencionado la necesidad de la 

motilidad durante los primeros estadios de la formación del “biofilm”. 

Además,  Klausen y colaboradores (2003a) demostraron la necesidad de 

una subpoblación móvil de bacterias para la formación de una BP 

estructurada. Ante esto, que altos niveles de di-GMPc activen la formación 

de las BPs e inhiban la motilidad parece contradictorio. Así, algunos autores 

sugieren que el di-GMPc actúa regulando la transición de motilidad a 

sesilidad (Simm et al., 2004; Römling y Amikan, 2006; Tamayo et al., 

2007). De esta forma, se especula que los niveles del segundo mensajero 

habrían de ser bajos durante las primeras etapas de la formación de la BP y 

aumentarían posteriormente permitiendo el desarrollo de una BP madura 

(Fig. 8).  
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Figura 8. Modelo de la concentración intracelular de di-GMPc durante la formación 
de una biopelícula (BP). La regulación individualizada de la motilidad bacteriana es 
importante para el desarrollo una BP estructurada (Klausen et al., 2003a). De esta 
forma, las células adheridas a una superficie, o que forman parte de una BP, 
podrían presentar diferentes concentraciones intracelulares de di-GMPc, 
dependiendo de si muestran un movimiento activo (ej. “twitching”) o si están 
embebidas en una matriz exopolisacarídica. Obtenido de Römling y Amikan (2006).  
 

El di-GMPc regula también otros procesos relacionados con la virulencia 

además de la motilidad (Cotter y Stibitz, 2007; Tamayo et al., 2007; y 

referencias citadas en éstos). Así, en V. cholerae, la síntesis de la toxina del 

cólera está regulada positivamente por la actividad PDE de VieA (Tischler y 

Camilli, 2005; Martínez-Wilson et al., 2008). En la bacteria fitopatógena 

Xcc, mutaciones independientes en trece genes que codifican proteínas 

GGDEF/EAL/HD-GYP disminuyen la capacidad infectiva de la bacteria. Cinco 

de estos mutantes presentaron una disminución en la síntesis de factores de 

virulencia extracelulares tales como endoglucanasas y endomananasas 

(Ryan et al., 2007). 

 

6.2. Regulación de los niveles intracelulares de di-GMPc  

 
Dentro de un genoma bacteriano, el número de genes que codifican 

proteínas con dominios GGDEF, EAL o HD-GYP puede ser muy elevado 

(Ulrich y Zhulin, 2007). Ello sugiere una gran complejidad en las vías de 

señalización dependientes de di-GMPc en la bacteria. Excepcionalmente se 

conoce la contribución que cada una de las proteínas puede hacer a los 

niveles intracelulares de di-GMPc. En C. crescentus, la proteína CC3396 es 

responsable del 80% de la actividad PDE (Christen et al., 2005); en P. 
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aeruginosa, BifA reduce a la mitad los niveles intracelulares de di-GMPc 

(Kuchma et al., 2007); en Acetobacter xylinum, la diguanilato ciclasa 1 

(DGC-1) contribuye al 80% de su actividad DGC total (Tal et al., 1998).  

Se han descrito varios mecanismos responsables de la modulación de la 

concentración intracelular del segundo mensajero. El primer mecanismo es 

a través de la regulación de la expresión génica. Quince de los veintiocho 

genes que en E. coli W3110 codifican proteínas GGDEF/EAL están regulados 

transcripcionalmente por σ38 y en esta regulación intervienen variables 

como la temperatura o el pH (Sommerfeldt et al., 2009). Además, la 

transcripción de las proteínas GGDEF/EAL puede verse afectada si estas 

proteínas están integradas en vías de transducción de señal en las que 

intervienen otras proteínas GGDEF/EAL, tal como ocurre con CdgC de V. 

cholerae. Esta proteína dual GGDEF/EAL regula positivamente la 

transcripción de HapR, un regulador transcripcional de QS (Lim et al., 

2007). HapR controla a su vez la transcripción de otros genes que codifican 

proteínas con dominios GGDEF, EAL o HD-GYP (Waters et al., 2008; 

Hammer y Bassler, 2009). Un ejemplo de regulación postranscripcional de 

genes que codifican proteínas con dominios GGDEF lo constituyen YcdT e 

YdeH, represores de la motilidad tipo “swimming” en E. coli. El regulador 

global CsrA se une con alta afinidad a sus transcritos disminuyendo su vida 

media. Así, un mutante csrA presenta un incremento de más de diez veces 

en los niveles de ARNm de ycdT y ydeH (Jonas et al., 2008). La síntesis de 

di-GMPc parece estar también regulada a nivel proteolítico por las proteasas 

ClpXP y Lon siendo ésta la causa que proponen Perry y colaboradores 

(2004) para que los niveles de la proteína con dominio GGDEF HmsT de 

Yersinia pestis, sean altos por encima de 37ºC.  

Un segundo mecanismo de regulación de di-GMPc es mediante la 

modulación de la actividad enzimática que se ejerce a través de los 

dominios sensores, en respuesta a estímulos ambientales o intracelulares. 

Por ello, es frecuente que las proteínas implicadas en el metabolismo de di-

GMPc formen parte de un sistema de dos componentes. Así, la proteína 

Rrp1 de Borrelia burgdorferi regula su actividad DGC en función del estado 

de fosforilación de su dominio REC, a través de Hpk1, una quinasa sensora 

asociada (Ryjenkov et al., 2005). De manera similar se regula la actividad 

PDE de VieA por VieS, que regula la virulencia de V. cholerae. Esta 
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fosforilación, además de conferir actividad PDE a VieA, es responsable de 

regular la expresión del operón vieSAB a través del dominio HTH presente 

en el extremo C-terminal de VieA (Martínez-Wilson et al., 2008). Asimismo, 

la dimerización de PleD en C. crescentus, y con ella la adquisición de su 

conformación activa, también requiere de la fosforilación de su dominio REC 

(Paul et al., 2004, 2007).  

Otra forma de regulación con la que se especula es la distribución 

espacio-temporal heterogénea de los niveles de di-GMPc. Una de las 

primeras evidencias de la existencia de estas variaciones se obtuvo 

estudiando la localización intracelular de PleD, mediante el empleo de 

fusiones traduccionales a GFP. Durante la transición al estilo de vida sésil de 

C. crescentus, la fosforilación de PleD no sólo origina una conformación 

activa de la proteína, como hemos comentado anteriormente, sino que 

también posibilita su relocalización en posiciones polares de la célula, cerca 

de la base del flagelo (Paul et al., 2004). La heterogeneidad espacial del 

segundo mensajero en la célula también se ha propuesto en otros estudios 

(Christen et al., 2005; Gjermansen et al., 2006; Kader et al., 2006; 

Güvener et al., 2007). Recientemente, esta hipótesis se ha puesto en duda 

por Solano y colaboradores (2009). Estos autores observaron que varias 

proteínas con dominios GGDEF pueden complementar el mismo fenotipo 

exhibido por un mutante nulo de S. enteritidis en todas las proteínas 

GGDEF.  

Por último, un cuarto nivel de control de los niveles de di-GMPc es la 

regulación alostérica de las actividades enzimáticas DGC y PDE. Paul y 

colaboradores (2004) observaron inhibición en la actividad DGC de la 

proteína PleD purificada en presencia de di-GMPc, lo que sugería una 

posible competitividad entre el sustrato natural (GTP) y el producto (di-

GMPc) por el mismo sitio activo de la enzima. La cristalización de PleD en 

presencia de di-GMPc (Chan et al., 2004) condujo a la identificación de una 

región próxima al centro activo, denominada región I, capaz de unir di-

GMPc. Esta unión provoca una inhibición alostérica de la actividad DGC, lo 

que descartó la competición entre GTP y di-GMPc por el sitio activo. La 

región I es frecuente en proteínas con dominios GGDEF y se caracteriza por 

su ubicación cinco aminoácidos antes al motivo GGDEF y por tener un 

motivo RxxD altamente conservado en su secuencia aminoacídica (Christen 
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et al., 2006). Existe también la posibilidad de que en proteínas duales 

GGDEF/EAL (o HD-GYP), alguno de los dominios GGDEF o EAL pueda 

regular la actividad enzimática del otro dominio vecino. Este es el caso de la 

proteína CC3396 de C. crescentus, que tiene un motivo GEDEF sin actividad 

enzimática, pero que mantiene su capacidad de unión de GTP. Esta unión 

regula alostéricamente la actividad PDE del dominio EAL, aumentando su 

afinidad por di-GMPc e incrementando así su degradación (Christen et al., 

2005).                       

 

6.3. Efectores celulares en las vías de señalización de di-GMPc 

Para ejercer su papel, el segundo mensajero debe de unirse a una 

molécula efectora. Esta unión puede alterar la conformación alostérica del 

efector y regular su función en la célula bacteriana. Actualmente se conocen 

cuatro dominios proteicos que unen di-GMPc. Las primeras evidencias 

experimentales que apuntaron a los dominios PilZ se obtuvieron con 

mutantes en proteínas con estos dominios. Estos mutantes presentaban el 

mismo fenotipo que al mutar genes que codifican proteínas GGDEF/EAL 

(Alm et al., 1996; Mejía-Ruiz et al., 1997; Huang et al., 2003). Así, se han 

identificado proteínas con dominios PilZ que están implicadas en motilidad 

(Ryjenkov  et al., 2006; Christen et al., 2007), formación de BPs (Pratt et 

al., 2007; Ramelot et al., 2007), virulencia (Benach et al., 2007; Pratt et 

al., 2007) o síntesis de EPS (Merighi et al., 2007). Amikam y Galperin 

(2006) realizaron un análisis “in silico” que confirmó que los dominios PilZ 

están ampliamente distribuidos en los genomas bacterianos. Actualmente 

existen estudios en los que se demuestra su capacidad de unir di-GMPc 

mediante técnicas de diálisis de equilibrio (Ryjenkov et al., 2006) y 

calorimetría de titulación isotérmica (Benach et al., 2007). La estructura 

cristalina de VCA0042 de V. cholerae en presencia del segundo mensajero 

ha permitido dar a conocer que el di-GMPc interacciona con siete de los 

nueve residuos conservados en el dominio PilZ (Benach et al., 2007). 

Además, la sustitución de alguno de estos residuos puede ocasionar una 

disminución de hasta un 90% en la capacidad de unión a di-GMPc (Pratt et 

al., 2007). Otra proteína efectora de di-GMPc es el regulador transcripcional 

FleQ de P. aeruginosa. FleQ activa la expresión de genes de biosíntesis de 
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flagelo (Arora et al., 1997; Dasgupta et al., 2003), mientras que reprime la 

transcripción de los genes pel de biosíntesis de EPS (Hickman y Harwood, 

2008). Mediante ensayos de retardo en gel, se ha demostrado que la 

represión existente sobre los genes pel se libera a través de la unión de di-

GMPc a FleQ (Hickman y Harwood, 2008). Recientemente, se ha identificado 

una tercera proteína efectora, PelD, que a través de su unión a di-GMPc 

activa la síntesis de EPS. Esta unión es muy específica y requiere de la 

presencia de tres residuos conservados en el extremo C-terminal (Lee et 

al., 2007). El análisis de la secuencia de PelD también evidencia la 

presencia de un motivo RxxD. Sin embargo, la ausencia de un dominio 

GGDEF en PelD sugiere su pertenencia a una nueva familia de proteínas de 

unión a di-GMPc (Lee et al., 2007).  

Además de la existencia de dominios proteicos, también se había 

hipotetizado sobre la existencia de “riboswitches” de di-GMPc, que son 

dominios en el ARNm que unen este segundo mensajero, haciendo así 

posible la regulación de la expresión génica (Tamayo et al., 2007). 

Sudarsan y colaboradores (2008) descubrieron el “riboswitch” Vc2 presente 

en la región 5´ del locus VC1722 en V. cholerae. La unión de di-GMPc a esta 

región es muy estable, casi 3 órdenes de magnitud mayor que la unión al 

dominio PilZ de la proteína YcgR de E. coli (Ryjenkov et al., 2006). Un 

aumento en los niveles intracelulares de di-GMPc incrementa la expresión 

de VC1722, mediante la unión del segundo mensajero a Vc2, y promueve 

una morfología de colonia rugosa (Sudarsan et al., 2008). Aunque estos 

“riboswitches” sólo se han detectado en V. cholerae y Clostridium difficile 

(Sudarsan et al., 2008), no se descarta la existencia de estructuras 

similares en otras bacterias.  
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  Objetivos 

 
 

Durante la colonización de la rizosfera es previsible que las bacterias 

alteren su patrón de expresión génica como un mecanismo adaptativo a la 

interacción que establecen con la planta. El número de estudios que 

analizan el control génico de la colonización en el hábitat rizosférico es muy 

limitado. Pseudomonas putida KT2440 es una eficaz colonizadora de la 

rizosfera de plantas con alto interés agronómico (Molina et al., 2000) y para 

la que se disponen de múltiples herramientas de manipulación genética. La 

secuenciación del genoma de esta cepa (Nelson et al., 2002), la existencia 

de una colección de mutantes (PRCC, Duque et al., 2007) y de la tecnología 

de microarrays, así como los estudios previos en nuestro Grupo de 

Investigación, han contribuido a la elección de P. putida KT2440 como 

organismo modelo de esta Tesis Doctoral. Antes de su inicio, el estudio de 

la expresión génica de esta cepa en la rizosfera se había abordado mediante 

el empleo de la tecnología IVET. Dicho análisis permitió identificar 

veintiocho genes con expresión preferencial en este hábitat (Ramos-

González et al., 2005). Con el fin de identificar nuevos determinantes 

genéticos relacionados con la supervivencia de P. putida KT2440 en la 

rizosfera y esclarecer los beneficios derivados de la interacción con la 

planta, se plantearon los siguientes objetivos: 

 

1.  Analizar la expresión génica global de esta cepa durante la colonización.  

 

2.  Evaluar su potencial como agente de biocontrol.  

 

3.  Caracterizar el movimiento en superficie tipo “swarming” de P. putida 

KT2440.  

 

En base a los resultados obtenidos en el análisis transcripcional, nos 

propusimos:  

 

4.  Estudiar el papel del segundo mensajero di-GMPc en la biología de 

KT2440 durante la colonización de la rizosfera.  
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  Capítulo 1 

 
 
Un análisis genómico de Pseudomonas putida en la rizosfera revela los 
aspectos clave para la supervivencia de la bacteria en este hábitat  
 
 
Autores: Miguel A. Matilla, Manuel Espinosa-Urgel, José J. Rodríguez-Hervá, 
Juan L. Ramos y María Isabel Ramos-González. 
 
 

Las bacterias pertenecientes al género Pseudomonas son colonizadores 

habituales de la raíz y del suelo circundante (rizosfera). En esta sección se 

llevó a cabo un análisis global de P. putida en la rizosfera de maíz mediante 

la utilización de la tecnología de microarrays que ha revelado que la 

población bacteriana ajusta su programa genético a este estilo de vida. 

Comparando las poblaciones en la rizosfera con tres controles distintos que 

cubrieron una variedad de nutrientes, fases de crecimiento y estilos de vida 

(planctónico y sésil), se identificaron 90 genes inducidos y ninguno 

reprimido. La existencia, entre ellos, de genes implicados en el transporte 

de aminoácidos y en el metabolismo de compuestos aromáticos refleja la 

particularidad de los nutrientes disponibles en los exudados. La inducción de 

bombas de eflujo y de enzimas para el metabolismo del glutatión indica que 

la adaptación a condiciones adversas y la respuesta de resistencia a estrés 

oxidativo pueden ser cruciales para la supervivencia de la bacteria en la 

rizosfera. El hallazgo de un regulador de respuesta GGDEF/EAL entre los 

genes inducidos sugiere un papel para el di-GMPc en colonización. Varios 

mutantes en genes rup presentaron menor eficiencia competitiva que la 

cepa silvestre como una indicación de que el análisis genómico permitió la 

identificación de nuevos determinantes de colonización.  

 
 

      Genome Biology 
       Vol 8, Nº 9, R179, Septiembre, 2007 
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  Capítulo 2 

CAPÍTULO 2 

 
Pseudomonas putida KT2440 causa resistencia sistémica inducida y cambios 
en el perfil de los exudados radiculares de plantas de Arabidopsis thaliana.  
 

 
Autores: Miguel A. Matilla, Juan L. Ramos, Peter A.H.M. Bakker, Rogier 
Doornbos, Dayakar V. Badri, Jorge M. Vivanco y María Isabel Ramos-
González. 
 
 

Aunque se conocía que Pseudomonas putida KT2440 es un eficiente 

colonizador de la rizosfera de plantas de interés agronómico tales como 

maíz, tomate y haba, en este trabajo se ha puesto de manifiesto la 

capacidad de esta bacteria para establecerse en la raíz de la planta de 

interés básico Arabidopsis thaliana. Además se ha evidenciado el potencial 

de KT2440 en fitoprotección, de modo que desde la raíz protege la parte 

aérea de la planta de la infección por la bacteria fitopatógena P. syringae 

pv. tomato DC3000 (Pst DC3000), mediante un mecanismo conocido como 

resistencia sistémica inducida (ISR). Utilizando este sistema modelo 

Arabidopsis-Pst DC3000 se ha identificado una hemoperoxidada extracelular 

específica de P. putida, PP2561, como importante en colonización 

competitiva y esencial para desencadenar ISR. Resultó de especial interés 

que se incrementaran los niveles de exudación en plantas colonizadas por la 

cepa silvestre KT2440, así como que se modificara el perfil de metabolitos 

secundarios en los exudados radiculares con respecto a plantas axénicas. 

Además de estar afectado en colonización competitiva, un mutante PP2561 

presenta un fenotipo hipersensible frente al estrés oxidativo y no 

desencadenó las variaciones específicas en la exudación de las que fue 

responsable la cepa silvestre. Tras su mención en el primer capítulo, la 

resistencia frente al estrés oxidativo aparece de nuevo como ventaja 

selectiva en la rizosfera y de forma indirecta sobre la inducción de ISR. 

Estos resultados revelan nuevos mecanismos a tener en cuenta en el 

estudio de un hecho complejo como es la adquisición por las plantas de la 

resistencia sistémica frente a patógenos foliares. 

 
                                 Environmental Microbiology Reports 
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  Capítulo 3 

CAPÍTULO 3 

 
La temperatura y la adquisición de hierro mediada por el sideróforo 
pioverdina regulan la motilidad en superficie de Pseudomonas putida.  
 
 
Autores: Miguel A. Matilla, Juan L. Ramos, Estrella Duque, Juan de Dios 
Alché, Manuel Espinosa-Urgel y María Isabel Ramos-González. 
 
 

Al inicio de este trabajo no se había caracterizado el movimiento en 

superficie de bacterias de la especie Pseudomonas putida. La cepa KT2440 

no presenta motilidad tipo “swarming” a 30ºC, su temperatura de cultivo 

habitual en el laboratorio. Sin embargo, esta bacteria muestra un 

movimiento en superficie similar al que presentan otras especies de 

Pseudomonas a temperaturas comprendidas entre 18 y 28ºC. Las células de 

KT2440 que exhiben “swarming” se caracterizan por estar alongadas, 

presentar apéndices en su superficie y ser hipermóviles de una forma 

organizada. Mediante el análisis de una batería de mutantes hemos 

identificado una serie de determinantes moleculares requeridos para la 

realización de “swarming” en KT2440. Así, este movimiento depende del 

antígeno-O lipopolisacarídico y de los pili de tipo de IV. Aunque mutantes en 

flagelos presentan un movimiento macroscópicamente indistinguible al de la 

cepa silvestre, la observación microscópica reveló que dichos mutantes se 

mueven en superficie mediante un mecanismo diferente que transcurre sin 

manifestación de hipermovilidad. Mutantes deficientes en la síntesis del 

sideróforo pioverdina (ppsD) y su receptor (fpvA) también son defectivos en 

la realización de “swarming”. La motilidad del mutante ppsD se restauró 

totalmente mediante la incorporación de piovedina purificada al medio y 

parcialmente mediante la complementación genética de la mutación, sin 

bien, como era previsible, no se reestableció el “swarming” del mutante 

fpvA con la adición de pioverdina. Este trabajo constituye la primera 

evidencia que asigna un papel fundamental a la captura de hierro mediada 

por el sideróforo pioverdina en el movimiento bacteriano coordinado, lo que 

sugiere que, en P. putida, la concentración intracelular del micronutriente es 

determinante para la colonización de superficies. 
 

 
 Environmental Microbiology 
 Vol 9, Nº 7, pp. 1842-1850, Febrero, 2007. 
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  Capítulo 4 

CAPÍTULO 4  
 
Caracterización del único regulador de respuesta GGDEF/EAL en 
Pseudomonas putida KT2440: desde el control de la expresión génica a las 
dianas moleculares 
 
Autores: Miguel A. Matilla, Juan L. Ramos, María L. Travieso y María Isabel 
Ramos-González.  
 

Los dominios enzimáticos GGDEF y EAL/HD-GYP están implicados en la 
síntesis y degradación del segundo mensajero en bacterias diguanilato 
cíclico (di-GMPc) debido a su actividad diguanilato ciclasa (DGC) y 
fosfodiesterasa (PDE), respectivamente. El genoma de Pseudomonas putida 
KT2440 presenta cuarenta y tres genes que codifican proteínas 
hipotéticamente implicadas en el metabolismo de esta molécula señal 
intracelular. Entre ellos, rup4959, cuyo promotor está activo en la rizosfera, 
codifica el único regulador de respuesta dual GGDEF/EAL de KT2440. La 
transcripción de este gen es dependiente del factor sigma alternativo σ38 y, 
a su vez, está modulada por el regulador global ANR y la tensión parcial de 
oxígeno de manera independiente. rup4959 es el primer gen de un clúster 
compuesto por los loci PP4957-4959 que forman parte de la misma unidad 
transcripcional. La inactivación de rup4959 disminuye ligeramente la 
formación de biopelículas en superficies abióticas en condiciones estáticas. 
Cuando este gen se sobreexpresa o se encuentra en multicopia se induce la 
aparición de un fenotipo pleiotrópico característico de unos niveles elevados 
de di-GMPc (sobreproducción de exopolisacáridos [EPS] que unen 
calcoflúor, incremento en la síntesis de “biofilms” en superficies abióticas o 
en la interfase líquido aire y una morfología de colonia rugosa). Mediante un 
análisis HPLC-MS se ha puesto de manifiesto que rup4959 en multicopia 
incrementa “in vivo” los niveles intracelulares del segundo mensajero como 
una clara evidencia de que Rup4959 presenta actividad DGC. Mediante la 
utilización de microarrays se han observado cambios menores en el perfil de 
expresión génica entre una cepa silvestre KT2440 y otra mutante rup4959. 
En cambio, el mismo análisis genómico en la rizosfera ha permitido 
identificar veintidós genes con expresión diferencial en este hábitat, la 
mayoría de ellos con función desconocida. El estudio de una batería de 
mutantes en dianas hipotéticas de di-GMPc permitió identificar a un EPS 
específico de P. putida, distinto a la celulosa y el alginato, como el 
polisacárido que se sobreproduce cuando rup4959 está en multicopia, y 
asignó un papel a los lipopolisacáridos, tanto al “core” como al antígeno O, 
en la aparición de una morfología de colonia rugosa.  
 
 
              Manuscrito en preparación 
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SUMMARY 

 

 GGDEF and EAL/HD-GYP domains are responsible for the synthesis and 

hydrolysis of the bacterial secondary messenger cyclic diguanylate (c-

diGMP) through their enzymatic activities diguanylate cyclase (DGC) and 

phospodiesterase (PDE), respectively. Forty three genes in Pseudomonas 

putida KT2440 encodes peptides hypothetically involved in the metabolism 

of this intracellular signaling molecule. Of them only rup4959, whose 

promoter is active in the rhizosphere, encodes a dual GGDEF/EAL response 

regulator (RR). rup4959 expression is strictly dependent on the alternative 

transcriptional factor σ38, and is modulated by oxygen and ANR albeit 

independently. Inactivation of rup4959 (locus PP4959) had a slight effect 

upon biofilm formation under static conditions. In multicopy or 

overexpressed, this gene is responsible for a pleiotropic phenotype 

characteristic of high levels of c-diGMP (increased calcofluor stainable 

exopolysaccharides [EPS], enhanced biofilm formation on surface or in the 

liquid/air interphase, and development of wrinkly colony morphology). 

HPLC-MS analysis confirmed that this phenotype correlated with an increase 

in the global level of c-diGMP as strong evidence of Rup4959 to exhibit DGC 

activity. Minor changes in gene expression pattern in microarrays were 

observed in the stationary phase of growth between the wild type and 

rup4959 strains. The same analysis performed in the rhizosphere identified 

22 genes with altered expression, a big group encoding proteins of unknown 

function. A screening with mutants in putative targets of c-diGMP allowed 

identifying an uncharacterized polysaccharide specific of KT2440 as 

essential for the acquisition of the altered phenotype with rup4959 in 

multicopy. Using the same strategy, cellulose and alginate were discarded 

as the overproduced EPS, and LPS core and O-antigen were unveiled to be 

essential for the development of wrinkly colony morphology.   
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INTRODUCTION 

Bacterial fitness in the rhizosphere is a necessary condition to achieve 

successful biocontrol (Chin-A-Woeng et al., 2000; Matilla et al., 2010 in 

press). A variety of colonization traits of Pseudomonas have been identified 

using several approaches (Lugtenberg et al., 2001; Mark et al., 2005; 

Ramos-González et al., 2005; Silby et al., 2009). However, it has not been 

until recently that a genome wide study has considered one of the 

distinctive features of bacterial life in the rhizosphere, i.e. sessility (Matilla 

et al., 2007). This study comprising a global transcriptomic analysis of P. 

putida KT2440 in the rhizosphere of maize plants revealed the preferential 

expression of rup4959 (root up-regulated) during colonization. This gene 

encodes a dual GGDEF/EAL protein containing a REC domain and stands for 

the sole response regulator with these output domains in KT2440. Profuse 

investigations performed in this decade have demonstrated these enzymatic 

domains to be responsible for inversely regulating intracellular levels of the 

second messenger bis-(3’-5’)-cyclic dimeric guanosine monophosphate (c-

di-GMP). This second messenger is synthesized by action of the diguanilate 

cyclase (DGC) activity present in intact GGDEF domains, and hydrolyzed by 

specific phosphodiesterase (PDE) activity that resides on intact EAL, and 

HD-GYP domains. The genome of KT2440 contains 43 genes related with c-

di-GMP turn-over (Galperin, 2005; Ulrich and Zhulin 2007). The abundance 

of proteins containing one or both of the GGDEF and EAL domains in a 

single strain, mainly proteobacteria, is a common issue (Galperin, 2005). 

Although to our better knowledge metabolism of c-di-GMP has not been 

studied in any Pseudomonas putida strain, evidences from related bacteria 

seem to indicate that a reduced number of these proteins has an effect 

upon total c-di-GMP when overexpressed (Kulasakara et al., 2006). 

Exceptionally, the individual contribution of a protein at physiological doses 

to the intracellular c-di-GMP is known. Proteins which reduce the global 

level of the second messenger at least in 50% are BifA from P. aeruginosa 

(Kuchma et al., 2007), AdrA from Salmonella enterica (Kader et al., 2006) 

and CC3396 from Caulobacter crescentus (Christen et al., 2005). Moreover 

constitutive phosphorylation of the DGC WspR, caused by the inactivation of 

WspF, altered the transcription of more than 500 genes in P. aeruginosa 
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(Hickman et al., 2005).  In addition, overexpression of proteins with DGC 

activity also has an effect upon total c-di-GMP and changes in the global 

expression pattern have been observed under so achieved artificially 

increased c-di-GMP levels (Beyhan et al., 2006; Méndez-Ortiz et al., 2006). 

This second messenger can affect the expression of target genes through its 

direct binding with a transcriptional regulator. An example is FleQ, whose 

binding with c-di-GMP antagonizes the activity of the second messenger as 

repressor (Hickman and Harwood, 2008). Besides a c-di-GMP binding 

riboswitch controlling translational initiation has been identified (Sudarsan 

et al., 2008).  

GGDEF/EAL output domains are often part of peptides with 

multidomain structure and it is common that N-terminal domains sense 

internal and environmental signals, thus implicating GGDEF and EAL 

proteins in signal transduction. Three response regulators in KT2440 have a 

GGDEF domain (Galperin, 2006; Ulrich and Zhuli, 2007). Of them only locus 

PP4959 has also an EAL domain presenting the P. aeruginosa FimX-like 

REC-PAS-GGDEF-EAL architecture. FimX was initially described as a PDE 

controlling twitching motility (Kazmierczak et al., 2006) and more recently, 

as a consequence of its low enzymatic activity, it has been reclassified as 

inactive (Rao et al., 2008). However, its functionality is independent on 

catalytic activity, which is in accordance with its degenerated GGDEF and 

EAL domains (Navarro et al., 2009). The other dual response regulator 

GGDEF/EAL that to our knowledge has been characterized is RavR from 

Xanthomonas campestris and exhibits PDE activity (He et al., 2009).  

C-di-GMP regulates different cellular processes achieving the transition from 

planktonic life style to sessility. Among them are intercellular signalling 

(Hengge, 2009; Römling and Simm, 2009), motility (Wolfe and Visick, 

2008), biosynthesis of exopolysaccharides (EPS) (Tamayo et al., 2007), 

wrinkly morphology (Nakhamchik et al., 2008), and biofilm formation 

(Jonas et al., 2009). Thus the production of cellulose (García et al., 2004) 

or cellulosic polymers (Spiers et al., 2003), alginate (Hay et al., 2009) and 

others EPS (Hickman et al., 2005) has been shown to be dependent on 

proteins with GGDEF/EAL domains. More recently, it has been demonstrated 

that the synthesis of cellulose was the only phenotype dependent strictly on 

c-di-GMP, in Salmonella typhimurium (Solano et al., 2009). An increase in 
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this second messenger diminishes virulence in Xanthomonas campestris pv. 

campestris, as it has been reported after the inactivation of the HD-GYP 

protein RpfG (Ryan et al., 2007). Whether this second messenger might 

affect the beneficial plant-bacteria interaction is currently unknown. 

In this study we investigated the regulation of the gene cluster rup4959-

4957, the effects of the dual GGDEF/EAL response regulator Rup4959 upon 

the cellular c-di-GMP pool, as well as upon motility, exopolysaccharides 

production, biofilm formation and rhizosphere colonization. Consistent with 

the results observed in a previous genomic analysis (Matilla et al., 2007), 

the rup promoter was found to be active during colonization of the 

rhizosphere. We present biochemical and genetic evidence that when 

overexpressed Rup4959 has DGC activity “in vivo”. As part of the 

characterization of the signalling transduction pathway involving Rup4959, 

LPS and certain uncharacterized EPS were essential in order for P. putida to 

acquire a pleiotropic phenotype under high levels of the second messenger.  

 

RESULTS AND DISCUSSION 

Prup4959 is active in the rhizosphere and maize root-exudates (RE) induce the 

initiation of rup4959 transcription 

 
To monitor the activity of rup4959 promoter in situ in the rhizosphere of 

Zea mays, a transcriptional fusion of Prup4959 to the promoterless gene 

encoding the stable red fluorescent protein (‘dsred) was generated. Figure 1 

shows P. putida KT2440 (Table 1) hosting this fusion in the plasmid 

pMIR149 (Table 2), which was active while colonizing the maize root.  

β-galactosidase activity from Prup4959::´lacZ fusion in plasmid pMAMV12 was 

assessed along the growth curve in KT2440 both in rich medium and 

defined M9 minimal medium supplied with different C sources. This fusion 

included the first three nucleotides of the rup4959 gene in frame with ‘lacZ, 

so that any regulation operating on the non-translated RNA leader is active. 

However, the Shine-Dalgarno and the ATG of the cloramphenicol 

acethyltransferase (Cat) present in pMP220 were also kept in the fusion. 

This start codon was in frame with the ATG of rup4959. The promoter of 

rup4959 was active in all media tested as bacteria entered into the 

stationary phase of growth (Fig. 2), although the level of activity after 24 h 
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of growth differed considerably between 12,850 and 3,249 MU, being the 

highest in benzoate, followed by LB, glucose and the lowest in citrate. To 

examine whether the induction observed for rup4959 in microarrays during 

rhizosphere colonization (Matilla et al., 2007) was in part due to the RE, 

they were added to a log culture in M9-citrate, conditions to which the 

activity of the promoter was the lowest. After 5 h of growth in the presence 

of RE an induction of at least 7 fold was observed as the culture reached the 

stationary phase (Fig. 3A). Induction was also observed, although at lower 

level, about 4 fold, when the exudates were added at the beginning of the 

stationary phase (OD600nm= 2) and ß-gal activity was measured after 2 h 

(Fig. 3B). It is worth noting that in a similar experiment, 1 mM of benzoate 

induced 1.8 ± 0.23 fold the transcription of rup4959 whereas the non-

metabolizable acyl derivative 3-methylbenzoate did not have any effect (not 

shown). In an attempt to identify the inducing compound in the maize 

exudates, four benzoxazinone derivatives such as 2,4-dihydroxy-2H-1,4-

benzoxazin-3(4H)-one (DIBOA), dihydroxy-7-methoxy-2H-1,4-benzoxazin-

3(4H)-one (DIMBOA), 2-hydroxy-2H-1,4-benzoazin-3(4H)-one (HBOA) and 

2-hydroxy-7-methoxy-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-one (HMBOA), which 

constitute more than 90% of the organic exudates in Gramineae (Zhang et 

al., 2000), were assayed in a concentration range of 0.1-0.5 mM. None of 

them showed any inducing effect upon transcription and DIMBOA even 

slightly had a negative effect upon transcription (not shown). No induction 

was observed with RE from 18-day old Arabidopsis thaliana.  

 

rup4959 requires the alternative transcription initiation factor σ38 for 

expression. 

 
In all conditions assayed, transcription from Prup4959 started as cultures 

reached the early stationary phase of growth (OD600nm in LB > 2.7), 

suggesting that rup4959 expression was likely dependent on the general 

stress sigma factor RpoS (σS or σ38) (reviewed by Klauck et al., 2007; 

Venturi, 2003). To test this possibility, activity of the Prup4959::´lacZ fusion in 

plasmid pMAMV12 was measured in the rpoS mutant strain C1R1 (Ramos-

González and Molin, 1998) and compared with the wild type KT2440. As it is 

shown in figure 4, rup4959 transcription was entirely dependent on σS in P. 
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putida and this transcription factor was likewise required for the induction 

observed with exudates (not shown). In E. coli MC4100, β-gal activity 

measured from pMAMV12 was 5-fold higher (52.2 ± 9.2 MU) than that from 

the control plasmid pMP220 (9.6 ± 0.3 MU) after 24 h of growth. The low 

activity measured in this strain, which has a wild type rpoS allele (Lange 

and Hengge-Aronis, 1991), in comparison with the high activity observed in 

P. putida suggests the need for specific Pseudomonas factor/s in the 

initiation of rup4959 transcription that is/are absent in E. coli. Alternatively, 

a repressor in E. coli might act inhibiting the transcription. 

In E. coli, the rpoS expression is regulated at transcriptional and 

posttranscriptional level (Klauck et al., 2007). In P. putida, it is known that 

the rpoS 5’ untranslated region has a role in its translational control (Jovcic 

et al., 2008). By using a translational fusion of the rpoS promoter 

containing its 5’ untranslated region, the ATG and the next 42 nucleotides in 

frame with ‘lacZ in plasmid pMAMV21, a modest 1.6 ± 0.17 fold induction of 

the β-gal activity by RE was observed (Fig. 3C). This constitutes an 

indication that the effect of RE upon the rup4959 transcription (Fig. 3A, B) 

was at least in part a consequence of the regulation effective upon rpoS 

itself.  

 

Microaerobiosis induces transcription of rup4959 and rpoS 

 
Microaerobic or even anaerobic conditions can be generated in the 

rhizosphere because of elevated levels of O2 consumption by the root and 

microbial respiration, and also by abiotic conditions such as flooding 

(Brimecombe et al., 2007). KT2440 is a strictly aerobic bacterium although 

it can efficiently perform in a microaerobic environment (Ugidos et al., 

2008). To investigate whether the rup4959 transcription was regulated by 

oxygen depletion, atmospheric air was mixed with N2 to achieve a declining 

in the oxygen tension from 20.95% down to 5.34%. As oxygen 

concentration was going down, an increase in the transcription was 

observed, with a maximum induction of 2.5-fold corresponding to O2 

approximately half to that in atmospheric air (Fig. 5). This induction was not 

due to cessation of growth since turbidity at the end of the experiment was 

similar in all samples (OD600nm= 2.2), except for that at the lowest oxygen 

   95
 
 



Capítulo 4 

tension evaluated, which exhibited a significant reduction in the final 

turbidity (OD600nm= 1.5). As an indirect method to assess the effect of 

aeration upon the fusion Prup4959::’lacZ, the volume of the container and/or 

the inclination angle with respect to the horizontal plane were considered. 

To a lesser volume and therefore less air capacity corresponded higher 

promoter activity as expected (not shown). Similar effect, although more 

prominent, was observed by increasing the inclination angle of a culture 

tube with respect to the horizontal plane (α), which also reduced aeration 

(Fig. 6A). Between two extremes situations up to 14-fold higher β-gal 

activity was measured in tubes (150 x 20 mm) with low aeration (α = 60º) 

than in 500 mL flasks under vigorous shaking (200 rpm) (not shown). 

However, differences were not observed in qRT-PCR (not shown) suggesting 

that posttranscriptional control might be acting upon the rup4959 

expression. 

Similarly to the observed with RE, we found that rpoS expression in 

pMAMV21 was also increased in response to low aeration (Fig. 6B). To 

assess whether this fact was common to others genes in the RpoS regulon, 

the activity of cfab promoter, known to be regulated by this transcription 

factor, was measured under two levels of aeration. cfaB which codes for a 

cyclopropane synthase (Pini et al., 2009) showed similar regulation to rpoS 

(Fig. 6C). This strongly suggests that the induction of rup4959 transcription 

in microaerobiosis is influenced by the RpoS levels.  

 

ANR is not responsible for the induction of rup4959 transcription in 

microaerobiosis. 

 
The Pseudomonas ANR global regulator is homologous to the E. coli FNR 

(Zimmermann et al., 1991) and plays an important role in the adaptation to 

oxygen limitation conditions (Galimand et al., 1991). FNR responds 

activating or repressing the expression of a network of genes required for 

the cell adaptation to anaerobic conditions (Grainger et al., 2007; Kang et 

al., 2005; Salmon et al., 2003). We investigated a potential role of ANR in 

the activation of rup4959 transcription as observed in microaerobiosis (Fig. 

6) with a P. putida ∆anr mutant. β-galactosidase activity measured from 

Prup4959::’lacZ in ∆anr was about half of that in the wt during growth in LB 
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(Fig. 7), although no difference in activity beyond this was observed in this 

medium under low aeration conditions (not shown). No further differences 

in the transcription activity, compared to the wt, were observed in the 

mutant in citrate-supplied M9 medium under different aeration conditions 

(not shown). This is an indication that ANR, although controls the activity of 

the promoter, however it is not involved in the induction observed in 

microaerobiosis.  

 
Mapping of rup4959 transcription initiation sites. 

 
The sites for the transcription initiation of rup4959 were determined by 

primer extension analysis (Fig. 8). One cDNA band corresponding to a 

messenger initiated in the G (G1) located 104 nucleotides upstream of the A 

of the proposed ATG and a double band corresponding to messengers 

initiated in pair GG (G2 and G3) located 45 and 44 nucleotides upstream of 

this ATG, respectively, became visible in the wt strain. They exhibited an 

increased intensity signal when rup4959 was expressed from its own 

promoter in multicopy in KT2440 (pMAMV1) (Fig. 8A). These three bands 

were absent in C1R1 indicating that the initiation of transcription at these 

positions is RpoS dependent. Each transcription initiation site identified in 

rup4959 presents a -10 sequence highly conserved as compared with the -

10 consensus sequence (TAC/TACT) for σS-dependent promoters (Becker 

and Hengge-Aronis, 2001; Espinosa-Urgel et al., 1996; Lee and Gralla, 

2001) and also an extended -10 site (T/GC) proposed for the recognition by 

the RNA polymerase holoenzyme EσS (Becker and Hengge-Aronis, 2001) 

(Fig. 8B). These three transcription initiation sites also showed AT rich 

sequences downstream of the extended -10 element, which promote σs 

specificity  (Becker and Hengge-Aronis, 2001; Lee and Gralla, 2001; Typas 

et al., 2007). Low conservation of the consensus proposed for the -35 EσS 

binding (TTGACA) (Gaal et al., 2001; Typas et al., 2007) was observed 

albeit degeneration of this sequence and size variability of the spacing 

region between -35 and -10 binding sites are common features of σS-

dependent promoters. Even though the grade of conservation is low, a 

putative -35 sequence for each of the transcription initiation points G1, G2 

and G3 is proposed (Fig. 8B), containing the optimal TT nucleotides in the 
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5´terminal end for the σS recognition (Gaal et al., 2001). It is shown in 

figure 8B that a region containing the translation initiation codon of rup4959 

matches the consensus for the global posttranscriptional regulator CsrA 

(Dubey et al., 2005). Control of the gene expression at this level might 

explain the contradictory results obtained with β-galactosidase activity as 

measured from pMAMV12 (Fig. 6), which evaluates initiation of the 

transcription, and those data generated with qRT-PCR, which estimates 

mRNA levels, under microaeration. Attempts to analyze the promoter 

activity of the fragment containing G2 and G3 and its upstream region, 

deprived of G1 and further upstream region, resulted in genetic 

reorganizations and/or deletions making this analysis unfeasible. The 

sequence at the initiation of transcription G2 also matches the consensus of 

CsrA (Fig. 8B), although with lower similarity than that at the start ATG of 

the gene rup4959. 

 

Features derived of the sequence analysis of cluster rup4959-4957 and its 

genetic organization in Pseudomonas. 

 
We identified two loci downstream from rup4959 in the minus strand, 

PP4958 and PP4957. A scheme with the gene organization including 

intergenic distances is shown in the figure 9. By performing RT-PCR it was 

confirmed that rup4959 is cotranscribed with the other two genes (not 

shown).  

Locus PP4958 and PP4957 encode hypothetical proteins of 179 and 98 

amino acids length, respectively. Rup4959 encodes a multidomain response 

regulator (RR) of 708 amino acids length (Fig. 9). Besides of the RR 

receiver domain (REC) located in the amino terminus of the protein, it 

presents a PAS stimuli recognition domain and the output domains with 

enzymatic activity GGDEF/EAL (Finn et al., 2008) (Fig. 9). The REC domain 

is commonly found in response regulators of two component phosphorelay 

signal transduction systems. The fusion of this input domain to output 

domains allow the bacteria to regulate cellular processes like transcription, 

enzymatic activities and protein-protein interaction in response to 

environmental challenges (Galperin, 2006). rup4959 shows an orphan gene 

organization since it does not have any flanking histidine kinase protein 
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(Nelson et al., 2002), what makes difficult assign it a specific kinase. The 

genome of P. putida KT2440 encodes three RR with GGDEF domain (Ulrich 

and Zhulin, 2007) but Rup4959 is the unique with both GGDEF/EAL 

domains.  

Blast analyses of Rup4959 against the NCBI sequence database revealed 

high similarity to proteins from other P. putida strains such as Pput4832 

(98%), from P. putida F1, or PputGB15008 (97%), from P. putida GB-1. 

Orthologs to Rup4959 are also present in some species of the genus 

Pseudomonas such as P. entomophila L48 (91%), P. fluorescens Pf-5 

(82%), P. syringae pv. tomato DC3000 (79%), P. mendocina ymp (73%, 

and P. stutzeri A1501 (71%), but this protein is absent from bacteria other 

than Pseudomonas. Genes encoding PP4958 and PP4957 are also conserved 

in other strains of P. putida. Same gene organization as in P. putida is 

present in P. syringae pv. tomato DC3000 and P. fluorescens Pf-5, and PfO-

1. Exceptionally in P. syringae pv. phaseolicola this gene cluster is also 

present but the gene homologous to that encoding PP4957 is convergently 

transcribed to the other two. A special case was found for the opportunistic 

pathogen P. aeruginosa, which does not have rup4959 homologous but 

homologues to genes encoding PP4957 and PP4958 are scattered in its 

genome. 

 

Phenotypic characterization of mutants in the rup4959-4957 operon. 

 
Three Km resistant mutants in each of the genes of the operon, apolar 

upon downstream genes, and a double mutant in loci PP4958 and PP4957 

were generated. Besides two Rup4959 mutants (ΩTc and ΩKm) polar upon 

downstream genes encoding PP4958 and PP4957 were also generated as 

described in the Experimental Procedures section. Figure 9 shows a scheme 

with all the mutants generated. Apolar Rup4959Km mutant has a deletion 

that extends from residue 2 to 681 of the protein. Rup4959ΩTc and 

Rup4959ΩKm have a deletion that extends from residue 166 to residue 

681. The double mutant has a deletion from residue 99 in PP4958 to 16 in 

PP4957. All the Km resistant mutants were indistinguishable to the wt for 

their growth in LB and in defined M9 supplied with glucose, citrate or 

benzoate as carbon sources (not shown). However, the Rup4959ΩTc 
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mutant exhibited a delayed growth in citrate in the presence of Tc that was 

not observed in the absence of the antibiotic. The lack of phenotype in this 

condition was not due to the loss of the ΩTc insertion from the 

chromosome. For a further analysis of the role of rup4959-4957 upon Tc 

resistance, plasmid pGB1, conferring Tc resistance, was introduced into the 

wt and all the Km mutants. No differences in growth were observed in the 

range of 1-10 mM Tc among the strains carrying this plasmid, likely as a 

consequence of having Tc resistance gene in multicopy. All the Km resistant 

mutants were unaffected in their capacity to cope with plants in all the 

experiments performed, i.e. adhesion to corn seeds, rhizosphere 

colonization of maize and Arabidopsis plants and efficiency in competitive 

colonization with the wt. No differences in EPS as revealed with calcofluor 

tinction, motility or colony morphology were detected (not shown). 

Rup4959ΩKm mutant was slightly retarded, approximately 1 h, on its ability 

to form biofilm in dynamic liquid cultures compared with the wt (not 

shown). A most hampered phenotype was observed in static cultures (Fig. 

10A, B) in accordance to the activation of the transcription observed 

previously for rup4959 under microaeration (Fig. 5).    

 

Transcriptional analyses of KT2440 vs. Rup4959ΩTc mutant strain in vitro 

and in the rhizosphere. 

 
To identify genes whose transcription is under direct or indirect 

regulation by Rup4959 and eventually c-di-GMP levels, under physiological 

levels, a whole-genome transcriptional analysis with the wt and the 

Rup4959ΩTc mutant has been performed. We chose this mutant because it 

was more affected in its phenotype than the others (see above). This 

analysis included two different conditions in which Prup4959 is active, i.e. 

stationary phase of growth in LB and the rhizosphere of the maize plants 

where Prup4959 is active (Fig. 1 and 2). The genomic analysis in LB medium 

did not exhibit significant changes (with at least 1.7-fold differences and P-

value < 0.05) except for the induction in the mutant of an oxidoreductase 

(PP3208) and the repression of two genes encoding a hypothetical protein 

(PP4047) and an efflux transporter (PP1516), which may apparently be 

involved in protein secretion of a multidrug resistance protein encoded by 
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PP1517. Similarly to our results, obtained under physiological levels of c-di-

GMP, it has been observed that an E. coli mutant in the DGC YddV exhibits 

changes in a reduced number of genes (Weber et al., 2006). This work did 

not confirm the altered expression in numerous genes observed as this DGC 

was overproduced and total c-di-GMP increased up to levels that are not 

physiological (Méndez-Ortiz et al., 2006). However, not every mutation in 

GGDEF/EAL protein seems to have a minor or specific effect upon global 

gene expression. Changes in gene expression of more than 500 genes have 

been reported as a consequence of the inactivation of the PDE WspF in P. 

aeruginosa, which is part of a putative chemosensory signal–transduction 

operon (Hickman et al., 2005). Likely environmental conditions affecting 

gene expression, contribution of a specific protein to the global pool of c-di-

GMP in the cell and micro-compartimentalization of associations of proteins 

and c-di-GMP may be sources for the heterogeneity observed. As an 

evidence that environment indeed affects, our transcriptomic analysis in the 

rhizosphere revealed 22 differentially expressed genes, 8 genes up-

regulated and 14 down-regulated in the Rup4959ΩTc mutant in comparison 

with the wild type (Table 3). Higher than 50% of the differentially expressed 

genes encoded hypothetical proteins and proteins of unknown function. 

Genes involved in regulatory processes, transport, metabolism of aromatic 

compounds, resistance to stress and nucleic acids processing were also 

identified. 

 
i) Down regulated genes 

Genes with metabolic functions such as benC, which is involved in the 

catabolism of benzoate (benABC) (Cowles et al., 2000), were found to be 

repressed in the Rup4959ΩTc mutant. We also observed altered expression 

in hyuB encoding a subunit of the hydantoinase, an enzyme for the 

metabolism of hydantoin. This compound has been found in sugar beet 

plants (Ware, 1950) and it is the result of a double condensation between 

urea and glycolic acid that microorganisms can use as carbon and nitrogen 

source (Matcher et al., 2004). It is also important to emphasize those loci 

with function in secretion and transport, i.e. PP1516, which was also 

repressed in the Rup4959ΩTc mutant growing in LB medium, and a 

component of the XcpV secretion apparatus (Nunn and Lory, 1993).  
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ii) Up regulated genes 

Most of the genes induced in the Rup4959ΩTc mutant codes for 

unknown function proteins some of which are unique in KT2440 i.e. PP3685 

and PP3901. A gene encoding a permease of an ABC-type peptide transport 

system (PP4149) showed the maximum expression change. This locus is 

integrated in a cluster. Mutational analysis in an orthologous cluster coding 

for peptide transport systems in Helicobacter pylori has demonstrated its 

role in di- and short oligo-peptides transport (Weinberg and Maier, 2007).  

 

Role of Rup4959 upon peptide transport 

 
To investigate the involvement of Rup4959 on peptide transport, we 

followed the ability of the wt and mutants in the rup4959-4957 gene cluster 

to grow with dipeptides or tripeptides as the sole nitrogen source in 

glucose-supplied M8 minimal medium. A total of 19 dipeptides and 8 

tripeptides were tested. Rup4959ΩKm mutant showed a delay of at least 11 

h to reach OD420-580nm= 0.8 in the presence of dipeptide Gly-Pro (Fig. 11A) 

and tripeptides Gly-Gly-Ala (Fig. 11B), or Gly-Gly-Leu (Fig. 11C), whereas 

single mutants in genes encoding PP4958 and PP4957 showed a shorter 

delay (Fig. 11). No significant differences in growth were observed with 

other peptides, including Gly-Gly (not shown). These results suggest a role 

of the rup4959-4957 gene cluster in the transport/utilization as nitrogen 

source of glycine-containing tripeptides. 

 

Phenotypic characterization of P. putida KT2440 with rup4959 in multicopy 

 
The phenotype conferred by rup4959 in multicopy was investigated by 

using plasmids pMAMV1, containing rup4959 expressed from its own σ38 

dependent promoter, and pMIR155, with the rup4959 expression 

conditioned to the presence of arabinose and so independent on the growth 

phase. The capacity of forming biofilm was enhanced in KT2440 (pMAMV1) 

along the growth curve, in comparison to this strain bearing the control 

plasmid pBBR1MCS-5. Moreover, the biofilm was not restricted to the air-

liquid interphase (Fig. 12A) and was robust even at the stationary phase of 

growth, when it usually detaches in KT2440 (Fig. 12B). The presence of the 
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plasmid pMAMV1 also caused pellicles formation on the air-liquid interphase 

of those cultures that reached elevated cellular density (OD600>4.9) such as 

in LB and M9-glucose medium (not shown). In M9-citrate (OD600<2.9) or 

M9-benzoate media (OD600<2) pellicles were not developed (not shown). 

This pellicle formation was highly increased in M9-glucose medium with the 

addition of CAA (Fig. 12C). An increase in the production of calcofluor white 

staining exopolysaccharides (EPS) was also observed in KT2440 (pMAMV1) 

(Fig. 12D). The synthesis of EPS has been correlated in P. aeruginosa with 

three autoaggregative phenotypes namely wrinkled colonies, pellicles, and 

solid-surface-associated biofilms (Friedman and Kolter, 2004; Lim et al., 

2006) that was also observed in this P. putida (Fig. 12). Similarly to the 

development of bacterial pellicles, cellular clumping was only observed in 

those media where cultures reached high cellular density. All these 

phenotypes, which are consistent with accumulation of high levels of c-di-

GMP (reviewed in Hengge, 2009; Römling and Amikan, 2006) were 

observed when rup4959 was expressed under the control of the arabinose 

inducible promoter in pMIR155. When arabinose was added to a culture of 

KT2440 (pMIR155) at early stage of growth, interestingly, earlier 

appearance of phenotypes derived from high levels of c-di-GMPc such as 

forming of clumps/pellicles was not observed. Several alternative 

explanations to this observation exist that are not mutually exclusive: i) 

posttranscriptional regulation upon rup4959 applies and the protein is not 

active in earlier states, ii) one or more targets in the signalling pathway are 

not expressed until cells reach the stationary phase, and iii) a cell density 

signal molecule is required in this pathway. 

To characterize motility with rup4959 in multicopy, KT2440 (pMIR155) 

was used in order to have rup4959 expressed independently of the growth 

phase. Swarming was totally inhibited as compared with the strain carrying 

the corresponding control plasmid pMBTB-2 (Fig. 13A), and the colony 

turned sticky, probably because of an increased EPS production. Swimming 

ability was partially reduced (24%) in relation to the control (Fig. 13B). It is 

worth mentioning that KT2440 (pMAMV1) could not colonize root apex likely 

due to its diminished motility (not shown), in accordance to motile ability 

being essential for bacteria to reach the root tip (Capdevilla et al., 2004; 

Dekkers et al., 1998). 
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rup4959 in multicopy confers diguanylate cyclase (DGC) activity in vivo 

 
All the phenotypes related with rup4959 either in multicopy in pMAMV1 

or overexpressed in pMIR155 suggested a DGC activity of GGDEF domain 

“in vivo” and so increasing levels of c-di-GMP inside the cells. To investigate 

the role of rup4959 in the metabolism of c-di-GMP in vivo, nucleotides from 

bacterial cells in the early stationary phase from the wt, mutant with the 

gene inactive or bearing the gene in multicopy were extracted and analyzed 

by HPLC-MS. Remarkably, c-di-GMP was undetectable both in wt and apolar 

mutant Rup4959Km strains, and its concentration was 804 pmol mg-1 wet 

weight in KT2440 (pMAMV1) (Fig. 14). This result indicated that Rup4959 

does not contribute significantly to the global pool of c-di-GMP in the cell or, 

alternatively, its contribution is below the detection levels. Although it is 

demonstrated that the GGDEF domain is active under the conditions 

assayed, however the possibility of an also active EAL domain could not be 

discarded.  

 

Is KT2440 autoaggregation dependent on a stationary phase signal?  

The formation of big clumps observed in liquid cultures of KT2440 

(pMAMV1) could be assessed by a decrease in the optical density at the 

stationary phase of growth as result of flocculation. Under the microscope, 

these clumps had the appearance of cells imbibed in an extracellular matrix 

(not shown). Even when rup4959 expression was L-arabinose conditioned 

and RpoS independent, in pMIR155, clumps could not be observed until the 

cultures reached the stationary phase of growth (Fig. 15A). Interestingly, 

the addition of cell-free supernatants from late stationary phase KT2440 

cultures to KT2440 (pMIR155) at the early stage of growth brought forward 

bacterial flocculation and increased biofilm formation (Fig. 15B). This 

suggests the existence of a signal of stationary phase in KT2440 that is 

required for triggering the phenotypes associated with high levels of c-di-

GMP. 
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Target processes of c-di-GMP in KT2440 

 
Plasmid pMAMV1 has been described above. When it is harbored by the 

wt strain KT2440, it confers high levels of c-di-GMP through the expression 

of rup4959 from its own promoter. This plasmid was introduced into 

miniTn5 mutant derivatives of KT2440 with the aim of identifying effectors 

and/or target processes participating in the c-di-GMP signaling pathway. 

Table 4 summarizes in a semi-quantitative mean the phenotypes conferred 

by rup4959 as assessed in the plasmid pMAMV1 to diverse mutant strains in 

comparison to the wt. Control plasmid pBBR1MCS-5 without insert did not 

have any effect upon phenotypes. This table includes mutants in traits with 

a role in the development of phenotypes known to be regulated by the 

second messenger such as motility (Kim and McCarter, 2007; Simm et al., 

2004) and EPS biosynthesis (Bobrov et al., 2008; Nakhamchik et al., 2008). 

Mutants in related functions like adhesion and the biosynthesis of 

peptidoglycans and lipopolysaccharides (LPS) are also included. As 

expected, RpoS minus mutant C1R1 carrying pMAMV1 did not exhibit (not 

shown) any of the phenotypes associated with high levels of c-di-GMP in the 

wt  (Fig. 12 and 13) as a result of the absence of rup4959 expression. 

Defective strains in flagella and pili developed the same pleiotropic 

phenotype as the wt, as an indication that these appendices were not 

essential for the establishment of the altered phenotype. This result is in 

agreement with the finding that genes for the synthesis of flagella were 

consistently repressed in a genome wide transcriptional analysis carried out 

with Vibrio cholerae under c-di-GMP overproducing conditions (Beyhan et 

al., 2006). By contrast, four mutants hampered in LPS biosynthesis were at 

different grades affected in the phenotypes associated with high levels of 

the second messenger (Table 4). Thus rmlA and in particular galU mutant, 

which in P. aeruginosa are responsible for the synthesis of the major sugar 

residues (dTDP-L-rhamnose and UDP-D-glucose, respectively) of the outer 

core oligosaccharide (Lam et al., 2004), were seriously hampered in all the 

phenotypes tested (Table 4). In addition two mutants in the synthesis of the 

O-antigen side chain wbpL and PP1776, a wbpW homologue, did not give 

rise to wrinkly morphology (Table 4). Of these, mutants galU, wbpL and 

PP1776, showed higher production of calcofluor stainable EPS than the wt 
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under physiological levels of c-di-GMP (not shown). A similar result has 

been reported for a P. putida mutant in wapH homolog, which like galU is 

involved in core LPS biosynthesis (Hansen et al., 2007). After having 

plasmid pMAMV1, only strains PP1776 and wbpL showed an increase in EPS 

whereas, intriguingly, galU and rmlA (pMAMV1) experimented a reduction 

down to the level of the wt without the plasmid. Although biosynthesis of 

cellulose has been reported in several bacteria as being regulated by c-di-

GMP (García et al., 2004; Ross et al., 1987), however a mutant of P. putida 

in PP2638, which is part of a cluster of genes for the synthesis of cellulose 

(Nelson et al., 2002), did not present differences in calcofluor staining 

compared with the wild type, neither at physiological or high c-di-GMP. This 

and the fact that bacterial pellicle associated with elevated levels of c-di-

GMP (Fig. 12C) could not be digested with cellulase treatment (not shown) 

suggested that the overproduction of an EPS different to cellulose was 

regulated by c-di-GMP in P. putida. For that reason, an algD mutant in the 

production of another EPS, alginate, was included in this study but no 

distinction with respect to the wild type was observed, and the same applied 

for a mutant in the biosynthesis of peptidoglycan (PP5084). Remarkably, a 

mutant in a so far uncharacterized polysaccharide specific of the strain 

KT2440 was negative in calcofluor staining independently on pMAMV1. 

Interestingly a mutant in the largest adhesin LapA was unable to develop a 

biofilm even at high levels of c-di-GMP, so confirming the essentiality of this 

adhesin in the biofilm formation in KT2440 (Yousef-Coronado et al., 2008). 

The first domain identified as interacting with c-di-GMP was PilZ (Benach et 

al., 2007; Ryjenkov et al., 2006). A total of six (Amikam and Galperin, 

2006) or seven PilZ (Winsor et al., 2009) domain proteins are encoded in 

the genome of this strain. Mutants in two of them (PP2164 and PP4397) did 

not show any distinction with the wt after the incorporation of pMAMV1 as 

an indication that neither of these are involved in the global c-di-GMP 

signaling pathway of P. putida. Another two genes encoding PilZ domain 

proteins are integrated in the operon for alginate biosynthesis (alg44) and 

cellulose biosynthesis (bcsA). We present evidences here that neither of 

these EPS are essential for the establishment of the pleiotropic phenotype 

developed by c-di-GMP overproducing P. putida.   
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Experimental procedures 

 
Bacterial strains, culture media and growth conditions.  

Bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table 3 and 4, 

respectively. P. putida KT2440 and its derivative strains were routinely grown at 

30ºC, unless otherwise indicated, in Luria-Bertani (LB) medium (Bertani, 1951) or 

basal M9 medium (Sambrook et al, 1989) supplied with 1 mM MgSO4, 6 µg/L Fe-

citrate, trace metals as described before (Abril et al., 1989), and with sodium 

benzoate (10 mM), sodium citrate (15 mM) or glucose (27 mM) as carbon sources. 

Casaminoacids (CAA) were added as indicated, 0.5% (w/vol). Escherichia coli 

strains were grown at 37ºC in LB. E. coli DH5α was used for gene cloning. When 

appropriated, antibiotics were added to the medium at the following final 

concentrations (in µg/mL): ampicillin, 10; chloramphenicol, 10; kanamycin, 25 (E. 

coli strains), and 50 (P. putida strains); gentamicin, 10 (E. coli strains), and 100 (P. 

putida strains); streptomycin, 50 (E. coli strains), and 100 (P. putida strains), 

tetracycline, 10; rifampin, 10. Cyclohexamide (40 μg/ml) was added to agar 

medium for counting bacteria in experiments with soil. L-arabinose was added to a 

final concentration of 0.1% (w/vol) when required to induce the expression of 

rup4959.  

 

In vitro DNA techniques 

Total DNA extraction was performed using the method described by Rodríguez-

Herva et al. (2007). DNA plasmid was isolated using Qiagen spin miniprep kit (cat. 

no. 27106, Hilden, Germany). DNA restriction, alkaline phosphatase reactions and 

ligations were performed as recommended by the manufacturer (Roche and New 

England Biolabs). DNA fragments were recovered from agarose gels with Qiagen gel 

extraction kit (cat. no. 28706, Hilden, Germany). Southern blot and colony 

hibridation were carried out as reported previously by Sambrook et al. (1989), 

using DNA probes labelled by PCR with digoxigenin-11-dUTP (Roche, cat. no. 

11573179910). Competent cells were prepared using calcium chloride and 

transformations were performed by standard protocols (Sambrook et al., 1989). 

Highly electrocompetent cells were prepared as described by Choi et al. (2006) and 

electrotransformed with an EC100 electroporator (EC apparatus corporation) 

according to the manufacturer's instructions. Expanded high fidelity Taq polymerase 

was used in the amplification of PCR fragments for cloning. The sequence of these 

PCR fragments were verified by sequencing to discard mutated amplicons. Reverse 

transcription PCR was carried out by using TitanTM One Tube RT-PCR System 

(Boehringer Mannheim, cat. no. 1855476).  
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RNA purification and preparation of labeled cDNA for microarrays experiments 

Total RNA was isolated using TRI Reagent (Ambion, ref. 9738, Austin, TX, USA) 

followed by DNase treatment and a purification with RNeasy columns (Qiagen; 

catalog no. 74104). For each reaction, 30 μg of RNA were primed with 7.5 μg of 

pd(N)6 random hexamers (Amersham; catalog no. 27-2166-01) and cDNA probes 

were synthesized as described previously (Matilla et al., 2007). Cy3 or Cy5 

fluorescent dyes (mono-reactive NHS-esters; Amersham Biosciences, cat. no. 

PA23001 and PA25001, respectively) were used to label control and problem 

samples, respectively. Labelling efficiency was assessed using a NanoDrop ND1000 

spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA).  

 

Microarray hybridization and data analysis  

The technical description of the P. putida genome array is available at the 

ArrayExpress repository for microarray data (accession number A-MEXP-949). This 

genome-wide DNA chip has been used elsewhere (Yuste et al, 2006). Hybridization 

conditions were as described before (Matilla et al., 2007). Images were acquired at 

10 μm resolution, and the background-subtracted median spot intensities were 

determined using GenePix Pro 5.1 image analysis software (Axon Instruments, 

Inc.). Spots with anomalies were discarded and excluded from further analysis. 

Spot signal intensities were normalized by applying the Lowess intensity-dependent 

normalization method (Yang et al., 2002) and statistically analyzed using the 

Almazen System software (Alma Bioinformatics SL, Madrid, Spain). Three 

independent biological replicates were performed for each experiment. P values 

were calculated by Student's t-test. Unless otherwise specified, fold change was > 

1.7, P value < 0.05, and the average signal-to noise (A) > 128.  

 

Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR) 

Total RNA (2 μg) treated with Turbo DNA free (Ambion, ref 1907) was 

retrotranscribed to cDNA with Superscript II reverse transcriptase using random 

hexamers as primers. The specific primers pairs used to amplify cDNA were: 

QRT4959Fw 5´-CTCGACGTTGTGCAACTGAC-3´ and QRT4959Rev  5´-

TCGTGTACGCGGTAGATCTG-3´ for rup4959; QRT16SFw 5'-

AAAGCCTGATCCAGCCAT-3´ and QRT16SRev 5'-GAAATTCCACCACCCTCTACC-3´ for 

the gene encoding 16S rRNA; QRT4958Fw 5´-GGCAAGCTCAAGGCGAAGAA-3´and 

QRT4958Rev 5´- TGCTGGCAGAGCTGGTAGAA-3´ for the gene encoding PP4958; 

qRT-PCR was performed as previously described (Matilla et al., 2007) using iCycler 

iQ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Target cDNA from the experimental and reference 

samples were amplified in triplicate with three different dilutions (1:4 to 1:1000). 
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Results were normalized relative to those obtained for 16S rRNA. Quantification was 

based on analysis of threshold cycle (Ct) value as described by Pfaffl (Pfaffl, 2001). 

 

Primer extension analysis 

Primer extension was carried out basically as described before (Marqués et al, 

1993) with some modifications. Total RNA from stationary phase LB cultivated 

bacteria (OD660nm= 3.3) was isolated as described above. Two oligonucleotides 

complementary to the rup4959 mRNA were independently labelled at their 5´ends 

with [γ-32P]ATP (Perkin Elmer, NEG-502Z) using T4 polynucleotide kinase as 

described (Ausubel, 1992). Unincorporated [γ-32P] ATP was removed with Bio-Gel 

P-6 polyacrylamide gel spin columns (Bio-Rad, cat no. 732-6222), according to the 

manufacturer. The annealing mixture (10 µL) containing 30 µg of purified RNA, 2 µL 

of 5X annealing buffer (2 M NaCl, 50 mM Pipes pH 6.4) and 5´end labelled primer 

(0.1 mM) was denaturalized at 90ºC for 5 min followed by an incubation at 65ºC for 

5 min. Slow cooling down to 42ºC was permited. cDNA synthesis took place at 42ºC 

for 2 h in a 50 µL reaction volume containing dATP, dCTP, dGTP, and dTTP, 1 mM 

each, DTT 5 mM, 50 U of avian myeloblastosis virus (AMV) reverse transcriptase 

(Roche, cat no. 11495062001), and 40 U of RNaseOUT (Invitrogen, cat no. 10777-

019, Carlsbad, CA, USA). Samples were incubated with 0.5 µL of RNAse DNAse-free 

(Roche, cat no. 11119915001) at 65ºC for 15 min to remove remaining RNA. After 

precipitation and wash, cDNA was resuspended in 5 μL of milli-Q water.   

cDNA products were separated in denaturing 7 M urea-6.5% polyacrylamide gel in 

TBE buffer as reported (Sambrook et al., 1989). Gel was exposed to a phosphor 

screen (Fuji Photo Film Cp., Ltd), which after 14-18 h was scanned with a phosphor 

imaging instrument and analyzed with Quantity one software (Bio-Rad).  

T7 Sequencing Kit (USD corporation, cat no. 27168201, Cleveland, Ohio, USA) 

was used to obtain the sequence with 2 µg of pMAMV1.  

 

Mutants construction 

All the directed mutants were constructed by homologous recombination using 

derivative plasmids of the suicide vector pKNG101 (Kaniga et al., 1991). These 

plasmids, which are listed in Table 2 contain mutant alleles for the replacement of 

wild type genes in the chromosome. In all cases plasmids were transferred to the P. 

putida KT2440 by triparental conjugation using as donor E. coli CC118λpir and as 

helper E. coli HB101 (pRK600), following indications described before (Ramos-

Gonzalez and Molin, 1998). All the mutants were confirmed by PCR and southern 

blot analysis.  
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Wild type rup4959 and genes encoding PP4958 and PP4957 were isolated from 

a KT2440 gene library (Ramos-González, 1993) by colony hibridation (Sambrook et 

al., 1989) using a 0.6-kb gene probe amplified with primers PP4959+ (5´- 

GGCAATCAGCGTACCCGAC-3´) and PP4959- (5´-CGGGTCAGTAATGGCCTGG-3´). 

Cosmid pMAMV0 containing the gene cluster rup4959-4957 was isolated and used 

in subsequent clonings for the generation of mutant alleles. Two polar mutants in 

rup4959 labelled with two different antibiotic resistance cassettes were obtained 

with the mutant alleles Rup4959ΩTc and Rup4959Ωkm contained in pMAMV6 and 

pMAMV8, respectively. Non polar single mutants Rup4959ΩKm, PP4958, and 

PP4957, and double mutant PP4958-4957 were generated with plasmids pMIR153, 

pMAMV17, pMAMV20, and pMAMV20B, respectively.  

Successfully replacement of anr and wbpL wild type genes for a null allele and 

an inactivated allele were generated using pKNA-G (F. Rojo) and pKNG101wbpLKm 

(Junker et al., 2001), respectively. pKNA-G was constructed as pKNAG101A (Ugidos 

et al., 2008) but with a gentamycin resistance cassette obtained as a SacI fragment 

from pTnMod-OGm (Dennis and Zylstra, 1998).  

 

Zea mays and Arabidopsis thaliana root-exudates (RE) collection 

Corn seeds were surface sterilized and germinated for 48 h as described 

previously (Matilla et al., 2007). Ten seedlings were placed in a grid fitted in a 

beaker containing 400 ml of sterile distilled water. Plants were maintained into a 

transparent container under sterile conditions for six days at room temperature. 

After confirming sterility by plating 100 μL on LB, RE were filtered under vacuum (φ 

45 μm), freeze-dried and dissolved in 10 mL M9 salts. RE were stored at -20ºC until 

use.  

To obtain root exudates from A. thaliana ecotype Col-O, seeds were surface 

sterilized by vortexing for 1 min in bleach, followed by five rinses with sterile 

distilled water. Sterile seeds were germinated in commercial MS (Caisson 

laboratories, Inc MSP P0509) agar, 0.8%, pH 5.8, supplied with sucrose 1% 

(w/vol). After 7 days incubation under long day photoperiod (70 μE/m2s, 8-h day 

and 16-h night cycle, 24 and 20ºC, respectively), seedling were transferred to 6-

wells plates containing 4 mL of MS sucrose 1% per well and so maintained for 18-

days with shaking (70 rpm). For checking sterility and conservation of RE, same 

process as described for maize was followed. 

 

Zea mays and Arabidopsis thaliana root colonization assays 

Maize root colonization and competitive root colonization assays were performed 

in gnotobiotic conditions as described before (Matilla et al., 2007). P. putida 
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KT2440RTn7-Sm was used as wild type strain in experiments of competition with 

mutant strains. Inoculated seeds were planted in 50 ml Sterilin tubes containing 

sterile silica sand or in pots with a sterile mixture of soil and silica sand mixture 

(1:1, vol/vol). Bacteria were recovered from the rhizosphere 18 or 28 days after 

planted for Sterilin tubes and pots, respectively.  

Competitive colonization assays were performed with Arabidopsis by 

transferring seven day-old seedlings from MS-agar medium to pots. These 

contained a mixture of potting soil and silica sand (12:5, vol/vol) inoculated with 

the wild type and the mutant strain at a final density of 5 x 103 CFU/g each. 

Bacteria were recovered from the rhizosphere after 18 and 32 days.    

LB-agar medium supplemented with the appropriate antibiotics were used for CFU 

counting by drop plating.     

Maize and Arabidopsis plants were maintained under controlled conditions with 

a photoperiod of 16-h light (24ºC) and 8-h dark (20ºC). Plants were watered with 

plant nutrient solution supplemented with Fe-EDTA and MS micronutrients (maize) 

(Matilla et al., 2007) and with modified half-strength Hoagland's nutrient solution 

(Arabidopsis) (Pieterse et al., 1996). 

 

Construction of transcriptional and translational fusions 

A transcriptional fusion of the PCR-amplified promoter of rup4959 to ’lacZ was 

generated. The fragment of 271 bp obtained with primers 4959KpnI 5´-

GCAGGTACCAGCGCTACCTGAAA-3´ and 4959SphI 5´-

GCCATGCATGCTGCTTCTCTGTT-3´ was cloned in pMBLT to generate pMAMV10. 

Absence of mutations was confirmed by DNA sequencing. The KpnI-SphI fragment 

from pMAMV10 was cloned at the same sites of the reporter plasmid pMP220 to 

yield pMAMV12. A transcriptional fusion to ´dsred (Discosoma sp. red fluorescent 

protein) of the 0.28-kb HindIII-StuI fragment from pMAMV10 containing the 

rup4959 promoter region was cloned at the same sites of pRU1105 to generate 

pMIR149. 

For the generation of a translational fusion of rpoS to ´lacZ, plasmid pMP220 

was digested with BamHI and subsequently religated into pMP220-BamHI in order 

to release the ribosome binding site and the chloramphenicol acetyltransferase start 

codon contained in pMP220. After partial digestion of pMP220-BamHI with SmaI, 

the 1.2 kb StuI-ZraI fragment from pMIR61 containing the rpoS promoter and 45 

bp of the gene was cloned at the SmaI site immediately upstream to ´lacZ (of the 

two SmaI sites present in pMP220-BamHI) to yield pMAMV21.  
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β-galactosidase assays 

β-galactosidase activity was measured as described before (Miller, 1972). 

Overnight bacterial cultures in LB or M9 minimal medium were diluted 100-fold in 

the same medium and grew for 1 h. Then the cultures were adjusted to an initial 

OD600nm of 0.05 and activity was measured in chloroform/SDS permeabilized cells. 

Experiments were repeated at least three times with two technical repeats per 

sample. 

Induction analyses were performed in M9 medium with citrate as carbon source. 

As the culture reached OD600nm= 1, effector compounds were added at the indicated 

concentration. Activity was measured 5 h after challenging. Benzoxazinone 

derivatives used at 0.1 0.25 and 0.5 mM were 2,4-dihydroxy-2H-1,4-benzoxazin-

3(4H)-one (DIBOA), dihydroxy-7-methoxy-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-one 

(DIMBOA), 2-hydroxy-2H-1,4-benzoazin-3(4H)-one (HBOA), and 2-hydroxy-7-

methoxy-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-one (HMBOA). Root exudates were added as 50 

µL per mL of a solution 40-fold concentrated, in the case of maize, and 12.5, 31.3 

and 62.5 µL per mL of a solution 80-fold concentrated, in the case of Arabidopsis.   

 

Biofilm assay and quantification 

Biofilm formation assays in borosilicate tubes were carried out with bacterial 

cultures obtained in LB medium or M9 medium with glucose as carbon source and 

supplemented with 0.5% (w/vol) CAA. Overnight cultures were diluted down to 

OD660nm = 0.05 and 1 ml of this cell suspension per tube was incubated under 

orbital shaking (40 rpm). At the indicated times, cultures were removed, the tubes 

rinsed twice with water and the remaining biofilms were stained with 2 ml of a 

solution of crystal violet 0.5% (w/vol) for 15 min at room temperature. Staining 

solution was discarded and the stained tubes were washed three times with water. 

For quantification, crystal violet was solubilised with ethanol 70% and 

spectrophotometrically detected at 540 nm as described previously (O´Toole and 

Kolter, 1998).  

 

Motility assays 

Swimming motility assays were performed in LB-Difco agar (0.3%) medium 

plates at 30ºC. Swarming motility assays were carried out at 25ºC in PG-Difco agar 

(0.5%) medium consisting of proteose peptone No. 3 (Difco 212693), 0.5% (w/vol) 

and glucose 0.2% (w/vol) as describe before (Matilla et al., 2007).  
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Exopolysaccharides detection with calcofluor white staining 

Calcofluor white is a fluorescent dye which can bind (1-3) and (1-4)-β-D-

glucopyranosyl units (Wood, 1980). Exopolysaccharides (EPS) production was 

detected in LB medium plates containing 25 µg/ml calcofluor white (Fluorescent 

Brightener 28; Sigma, cat. no. F3543) in Tris-HCl 10 mM pH 8 NaCl 0.9%. To 

minimize the production of the fluorescent siderophore pyoverdine, FeCl3 5 µM was 

added.  

 

Cellulase treatment 

Bacterial pellicles were obtained from overnight cultures of KT2440 or its 

derivative strains bearing (pMAMV1) which were grown in six wells plates under 

orbital shaking (100 rpm) at 30ºC. These pellicles were washed at least twice with 

distilled water and treated with cellulase 0.1% (w/vol) from Aspergillus niger 

(Sigma, cat no. C1184) in 50 mM citrate buffer pH 4.6 (Solano et al., 2002). Pellicle 

integrity was monitored after 72 h incubation at 37ºC. 

 

Extraction and quantification of c-di-GMP 

For the extraction of nucleotides from the bacteria, boiling lysis of cells and 

further ethanol precipitation was performed, basically as reported by Amikam and 

coworkers (1995). Bacteria were cultivated in LB up to an optical density at 660 nm 

of around 3, time at which rup4959 expression had started. Formaldehyde to a final 

concentration of 0.19% was used to stop metabolism. Cells corresponding to 15 mL 

of the cultures were washed in ice-cold water, concentrated down to 300 µL and 

lysed at 100ºC for 15 min. Subsequently, nucleotides were extracted twice with 700 

µL of ice-cold ethanol 65% (vol/vol). After removing cell debris, extracts were 

vacuum-dried, solved in 350 µL of ammonium acetate 10 mM pH 6, filtered with 

0.45 µm pore size nitrocellulose (Pall Life Sciences, cat. no. 4556T) and stored at -

80ºC. Nucleotides extracts were subjected to HPLC separation on an Agilent 1100 

Series using a 125 x 3 mm reverse phase column (Waters Spherisorb RP-18, 5 µm 

particle size) with ultraviolet detection at 248 nm. Samples were loaded onto the 

column equilibrated with an aqueous solution containing 98% ammonium acetate 

10 mM pH 6.0 and 2% acetonitrile. Compounds were eluted by a linear gradient 

increasing the acetonitrile concentration to 95% during 20 min, followed by an 

isocratic step for additional 10 min. Flow rates of 0.85 ml min-1 were applied. c-di-

GMP was detected by MS/MS with Esquire 6000 Bruker mass spectrometer in a 

positive electrospray ionization. c-di-GMP fragmentation was performed as 

previously described (Simm et al, 2004). C-di-GMP quantification in the cellular 

extracts was estimated by calculating the peaks areas of the fragment using the 
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mass to charge rate of 248 and was referred to wet cell weight. Concentrations 

were extrapolated from the standard curve obtained with pure c-di-GMP in the 

range between 31.25 and 1450 nM. Data are the average of three independent 

biological replicates. The limit of detection of this method was 20-30 nM. 

 

Gas chromatography isotope ratio mass spectrometry (GC-IRMS) analysis 

Gas chromatography on Trace GC UltraTM (Thermo Fisher Scientific) was coupled 

to a Delta Plus XP isotope ratio mass spectrometer (ThermoFinnigan) and used to 

determine oxygen percentage in the air of the bacterial cultures. Gas chromatograh 

was equipped with a J&W GS-CarbonPlot column (30 m length, 0.32 mm inner 

diameter, 1.5 µm film thickness) working isothermally at 150ºC. Injector 

temperature was 200ºC with split ratio 1:100. Helium was employed as the carrier 

gas with a flow rate of 2 ml/min. Twenty microliters of air volume per measurement 

were injected using a microliter gas syringe. Mass spectrometer was configured to 

detect mass of atomic mass unit of 33 from the 17O16O oxygen isotopologue. 

Samples were analyzed in duplicate with three technical repeats per sample and a 

run time of 3 min per injection. 
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Table 1. Bacterial strains used in this work. 

Strain and/or locus Genotype or relevant characteristica Reference or source 
E. coli   
 CC118λpir λpir Rifr Herrero et al. (1990) 
 DH5α supE44 lacU169(Ø80lacZΔ M15) hsdR17 (rK−m K−) recA1 

endA1 gyrA96 thi-1 relA1 
Woodcock (1989) 

 HB101 F- ∆(gpt-proA)62 leuB6 supE44 ara-14 galK2 lacY1∆ (mcrC-
mrr) rpsL20 (Smr) xyl-5 mtl-1 recA13 thi-1 

Boyer and roulland-Dussoix 
(1969) 

 MC4100 F- araD139 (argF-lac)U169 rpsL150 (Smr) relA1 flbB5301 
deoC1 ptsF25 rpsR. Wild rpoS allele.  

Lange and Hengge-Aronis 
(1991)   

P. putida   
 KT2440 Wild type, prototroph Nakazawa (2002) 
 KT2440RTn7-ΩSm1 Rifr, Smr; extragenic site-specific insertion of miniTn7b Matilla et al. (2007) 
 C1R1 (PP1623)           rpoS minus derivative of KT2440 Ramos-González and 

Molin (1998) 
 algD (PP1288)             Kmr; algD defective in alginate biosynthesis M.I. Ramos-González 
 anr (PP4265)               Gmr; anr minus derivative of KT2440 This study
 fliC   (PP4378)             Rifr, Kmr; defective in flagellinb   PRCC 
 galU (PP3821)             Kmr; defective in UTP-glucose-1-phosphate uridyltransferase 

(LPS core biosynthesis)  
Yousef-Coronado et al. 
(2008) 

 lapA (PP0168)                                                   Kmr; defective in the largest surface adhesin present in 
KT2440 

Yousef-Coronado et al. 
(2008) 

 MN39 Gmr; mutant strain with a deletion in loci PP3132-PP3142 
(uncharacterized polysaccharide biosynthesis) 

T. Tolker-Nielsen 

 pil(O + P) (PP5081)     Rifr, Kmr; defective in type IV pili biogenesis proteinb PRCC 
 ppsD (PP4219)            Rifr, Kmr; defective in pyoverdine biosynthesisb PRCC 
 rmlA (PP1783)             Rifr, Kmr; defective in glucose-1-phosphate 

thymidylyltransferase (LPS core biosynthesis)b
PRCC 

 wbpL (PP1804)            Kmr; defective in glycosil transferase (LPS O-antigen side 
chain)b    

This study 

 wbpW-like (PP1776)    Rifr, Kmr; defective in mannose-1-phosphate 
guanylyltransferase (LPS O-antigen side chain)b

PRCC 

 PP2164                                                              Rifr, Kmr; defective in uncharacterized PilZ domain proteinb PRCC
 PP2638                                                              Rifr, Kmr; defective in cellulose synthase subunit BcsCb PRCC
 PP3127                        Rifr, Kmr; defective in exopolysaccharide transport protein, 

putativeb
PRCC

 PP4397                                                              Rifr, Kmr; defective in uncharacterized PilZ domain proteinb PRCC
 PP4957                        Rifr, Kmr; non polar mutant in PP4957b This study 
 PP4958                        Rifr, Kmr; non polar mutant in PP4958b This study 
 PP4958-4957 Rifr, Kmr, double mutant in PP4957-4958b This study 
 Rup4959Km Rifr, Kmr; rup4959 non polar mutantb This study 
 Rup4959ΩKm                                                   Rifr, Kmr; rup4959 mutant polar upon PP4958 and PP4957b This study 
 Rup4959ΩTc                                                     Rifr, Tcr; rup4959 mutant polar upon PP4958 and PP4957b This study 
 PP5084                                                              Rifr, Kmr; defective in penicillin-binding protein (murein 

biosynthesis)b  
PRCC

a Gm, gentamicin; Km, kanamycin Rif, rifampin; Sm, streptomycin; Tc, tetracycline. 
b P. putida strains rifampin resistant are derived from KT2440R (Espinosa-Urgel and 
Ramos, 2004).  
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Table 2. Plasmids used in this work. 

Plasmid Relevant characteristica Reference or source 

pBBR1MCS-5     Gmr oriRK2 mobRK2 Plac fused to the α peptide of lacZ  
                          

Kovach et al. (1995) 

pHP45ΩTc         Tcr, Apr; Ω/Tc interposon     Fellay et al. (1987) 
pKNG101            Smr oriR6K mob sacBR     Kaniga et al. (1991) 
pMBL-T           Apr MCS, Plac fused to the α peptide of lacZ;  PCR cloning vector     Molecular Biolabs 
pMBTB-2             Kmr oriRK2 mob araC-PBAD expression plasmid Lynch and Gill (2006) 
pMP220              Tcr oriRK2  ‘lacZ       Spaink et al. (1987) 
pMP220-Bam Tcr; pMP220 with a deletion of a 238-bp BamHI fragment containing 

ribosome binding site and ATG of cat 
This study 

pRK600    Cmr mob tra     Finan et al. (1986)  
pRK2013  Kmr mob tra      Figurski and Helinski 

(1979) 
pRU1105 Gmr oriRK2 ‘dsred  Karunakaran et al. (2005) 
pUC18, pUC19 Apr MCS, Plac fused to the α peptide of lacZ  Vieira and Messing (1982) 
pUC18Not Apr identical to pUC18 but with NotI polylinker of pUC18-NotI Herrero et al. (1990) 
p34S-Km3           Kmr, Apr  Km3 antibiotic cassette   Dennis and Zylstra (1998) 
pMAMV0             Tcr;  cosmid of P. putida genebank, derivative of pLAFR3, 

containing the cluster rup4959-4957              
This study 

pMAMV1 Apr; 5-kb KpnI/BsaBI fragment of pMAMV0 containing rup4959-
4957 genes was inserted into the KpnI/SmaI sites of pBBR1MCS-5 

This study 

pMAMV2 Apr; 4.2-kb KpnI/SmaI fragment of pMAMV1 containing rup4959-
4957 genes was inserted into the KpnI/HincII sites of pUC18Not 

This study 

pMAMV4 Gmr, Tcr; replacement of 1.5-kb XmnI fragment internal to rup4959 
of pMAMV1 for a 2.1-kb SmaI cassette covering Ω/Tc from 
pHP45Ω-Tc 

This study 

pMAMV5 Apr, Tcr; 4.7-kb KpnI/SmaI fragment of pMAMV4 containing  Ω/Tc 
was inserted into the KpnI/HincII sites of pUC18Not 

This study 

pMAMV6  Smr, Tcr; 4.8-kb NotI fragment of pMAMV5 was cloned at the same 
site in pKNG101 

This study 

pMAMV8             
 

Apr, Kmr; deletion of Tc in pMAMV5 as a 0.8-kb NruI/EcoRV 
fragment and insertion into the same sites of 0.95-kb SmaI km3 
cassette of p34S-Km3, transcriptional and translational stop signals 
of Ω element are present  

This study 
 

pMAMV9    Smr; Kmr; 5-kb NotI fragment of pMAMV8 was cloned at the same 
site in pKNG101         

This study 

pMAMV10        Apr; pMBL-T with a PCR fragment of 271 bp generated with oligos 
4959KpnI and 4959SphI covering Prup4959        

This study 

pMAMV12  Tcr;  0.25-kb KpnI/PstI fragment of pMAMV10 containing  Prup4959 
was cloned at the same sites in pMP220 

This study                    

pMAMV15           Apr, Kmr; 0.95-kb SmaI fragment containing km3 cassette of p34S-
Km3 was inserted into AleI site of PP4958 in pMAMV2 

This study 

pMAMV16           Apr, Kmr ; 0.95-kb SmaI fragment containing km3 cassette of p34S-
Km3 was inserted into BsaAI site of PP4957 in pMAMV2 

This study 

pMAMV19  Apr, Kmr; 0.3-kb AleI/BsaAI deletion in pMAMV2 and insertion at 
same sites of 0.95-kb SmaI km3 cassette of p34S-Km3 

This study 

pMAMV17           Smr, Kmr; 5.2-kb NotI fragment of pMAMV15 cloned at the same 
site in pKNG101                          

This study 

pMAMV20 Smr, Kmr; 5.2-kb NotI fragment of pMAMV16 cloned at the same 
site in pKNG101    

This study 

pMAMV20B         Smr, Kmr; 4.9-kb NotI fragment of pMAMV19 cloned at the same 
site in pKNG101 

This study 

pMAMV21           Tcr; 1.2-kb StuI/ZraI fragment of pMIR61 containing the rpoS 
promoter was inserted in the right oritentation to generate a 
translational fusion at the SmaI site immediately upstream to ‘lacZ 
in pMP220-Bam  

This study 

pMAMV29           Gmr; 3.1-kb SacI/EcoRI fragment of pMAMV2 bearing rup4959 was This study 
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cloned at the same sites of pBBR1MCS-5 
Table 2. cont. 

pMIR61               Apr;  pUN19Ø bearing rpoS from P. putida          Ramos-González and 
Molin (1998) 

pMIR147  Apr; pMBL-T with a 0.7-kb PCR fragment generated with oligos 
4959SphI and 4959SalI including the 5’ end of rup4959                   

This study 

pMIR149 Gmr; 0.28-kb HindIII-StuI fragment of pMAMV10 containing 
rup4959 promoter inserted into the same sites of pRU1105 

This study 

pMIR150 Apr; 1.6-kb XmnI/SmaI fragment of pMAMV1 including the 3´ end of 
rup4959  inserted in the right orientation regarding the 5’ end of 
rup4959 into SmaI site of pMIR147 

This study 

pMIR152 Apr, Kmr; 0.95-kb km3 cassette of p34S-Km3 inserted into StuI site 
of pMIR150  

This study 

pMIR153             Smr, Kmr; 3.3-kb SalI fragment of pMIR152 was inserted into the 
same site of pKNG101 

This study 

pMIR154             Apr; 3.3-kb BamHI fragment of pMAMV2 containing promoterless 
rup4959 inserted into the same site of pUC19    

This study 

pMIR155             
 

Kmr; 2.7-kb EcoRI fragment of pMIR154 inserted into the same site 
of pMBTB-2 in the right orientation to generate a transcriptional 
fusion PBAD:’rup4959       

This study   

pMPcfab              Tcr; derivative of pMP220 bearing the transcripctional fusion 
Pcfab::´lacZ        

Pini et al. (2009) 

a Ap, ampicillin;cat, chloramphenicol acetyltransferase; Cm, chloramphenicol; Gm, 
gentamicin; Km, kanamycin; MCS, multicloning site; Rif, rifampin; Sm, 
streptomycin; Tc, tetracycline.  
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Table 3. Genes with altered expression in the rhizosphere (Rup4959ΩTc mutant vs. KT2440)  

ORF (gene) Description Fold 
change 

P value 

Regulators    
  PP3526 Transcriptional regulator  AraC family -2.4 0.074 
  PP4363 Sensor histidine kinase/response 

regulator 
-2.0 0.083 

Transport    
  PP1051 (xcpV) Type II secretion pathway protein XcpV -1.8 0.005 
  PP1516 RND membrane fusion protein (efflux) -1.7 0.012 
  PP4149 Peptide ABC transporter permease protein 3.7 0.033 
Metabolism     
  PP3163 (benC) Benzoate dioxygenase ferredoxin 

reductase component 
-1.7 0.076 

  PP3275 (phaH) Ring-hydroxylation complex protein 3 -1.7 0.043 
  PP3514 (hyuB) Hydantoin utilization protein B -2.6 0.052 
Secondary metabolites 
biosynthesis 

   

  PP3796 Lysine-ornithine N5-oxygenase 1.7 0.023 
Resistance to stress     
  PP4848 Curved-DNA-binding protein  DnaJ family  -1.8 0.006 
Hypothetical proteins 
and proteins of 
unknown function 

   

  PP0076 Glycine betaine-binding protein putative -1.7 0.059 
  PP0974 Hypothetical protein -2.0 0.084 
  PP2118 Conserved hypothetical protein -2.2 0.025 
  PP2285 Hypothetical protein  -2.5 0.092 
  PP2323 Putative GCN5-related N-

acetyltransferase 
-1.9 0.083 

  PP3685 Hypothetical protein 2.1 0.022 
  PP3901 Conserved hypothetical protein 1.8 0.024 
  PP3975 Conserved hypothetical protein 

(ribonuclease L-PSP containing domain) 
1.7 0.025 

  PP4271 Hypothetical protein 2.3 0.034 
  PP5148 Predicted integral membrane protein 2.2 0.072 
  PP5172 Conserved hypothetical protein -2.5 0.043 
  PP5363 Conserved hypothetical protein 1.7 0.018 
Antibiotic resistance 
gene 

   

tetA MiniTn5 Tc resistance gene 2.4 0.024 
Genes with fold change> 1.7 and P-value<0.1 are included. An oligonucleotide for 
the Tc resistance gene was included in the microarrays (Yuste et al., 2006). P-value 
was increased up to 0.1 because intensity variability found among chip replicates in 
the rhizosphere. 
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Table 4. Phenotypic characteristics of KT2440 and mutant derivatives overproducing c-diGMP. 
Strain Biofilma  Pellicle formation  Calcofluor stained EPS Flocculation Wrinkly colony  Trait mutated 

KT2440 WT - - - - - None 

KT2440 (pMAMV1) ++ ++ +++ + + None  

C1R1 (pMAMV1) - - + - - RpoS 

lapA (pMAMV1) - - +++ + ++ Adhesin 

PP2638 (pMAMV1) ++ ++ +++ + + EPS (cellulose) 

PP5084 (pMAMV1) ++ ++ +++ + + murein 

algD  (pMAMV1) ++ ++ +++ + + EPS (alginate) 

fliC (pMAMV1) ++ ++ +++ + + Flagellin 

PP1776 (pMAMV1) ++ ++ +++ + -/+ LPS (O-antigen side chain) 

rmlA (pMAMV1) + - + ++b - LPS (core) 

wbpL (pMAMV1) ++ + +++ + -/+ LPS (O-antigen side chain) 

PP3127 (pMAMV1) ++ ++ +++ + + LPS 

galU (pMAMV1) - - + ++b - LPS (core) 

MN39 (pMAMV1) ND ND - - - Uncharacterized 

polysaccharide 

PP5081 (pMAMV1) ++ ++ +++ + + Type IV Pili 

PP2164 (pMAMV1) ++ ++ +++ + + PIlZ domain protein 

PP4397 (pMAMV1) ++ ++ +++ + + PilZ domain protein 

pssD (pMAMV1) ++ ++ +++ + + Pyoverdine 

-, phenotype absent; -/+ to +++; grade of the visual detection.  
aBiofilm formation in the stationary phase, after 24 h, as stained with crystal violet (qualitative data since biofilm is too robust to be 
quantified). Note that the wt is classified as negative for biofilm formation because the biofilm of KT2440 disaggregates in the stationary 
phase. 
bBig aggregates disappear after continuous growth (96 h); aggregates formed by KT2440 (pMAMV1) are more robust and irreversible. 
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Fig. 1. Prup4959 is active in situ in the rhizosphere of Zea mays. Root colonization by 

KT2440 (pMIR149) in 6 days-old plants. Image was taken with Nikon camera 

coupled to Zeiss Axioscope fluorescent microscope at 1000 magnification. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 2. Influence of culture media and growth phase on rup4959 transcription. β-

galactosidase activity (filled symbols) and growth curves (open symbols) of P. 

putida KT2440 (pMAMV12) in LB (diamonds) or M9 medium with benzoate 5 mM 

(circles), glucose 0.5% (squares) or citrate 15 mM (triangles) as carbon sources. 

Experiments were performed in triplicate with each sample measured twice. One 

representative experiment is shown.   
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Fig. 3. Transcriptional induction of rup4959 and rpoS by root exudates (RE) of Zea 

mays. Bacterial strains were cultivated in M9-citrate 15 mM. A, An overnight culture 

of KT2440 (pMAMV12) was diluted down to OD600nm= 0.05 and, in the early 

exponential phase of growth, the culture was supplied with RE (triangles) collected 

as described in experimental procedures. Same volume of M9 salts (circles) or M9-

citrate (squares) was added to the control cultures. Open symbols represent growth 

and filled symbols β-galactosidase activities, respectively. B and C, β-galactosidase 

activities measured from cultures of KT2440 (pMAMV12) and KT2440 (pMAMV21), 

respectively, after two hours in the presence of RE that was added at OD600nm= 2. 

In all cases, 50 µL of forty-fold concentrated RE were added per ml of culture. Data 

are an average of three independent experiments and bars indicates standard 

deviation. Similar results were obtained using M9 salts to the control cultures. 

 

 

 

 

Fig. 4. Transcription of rup4959 is completely σs dependent. Growth (open symbols) 

and β-galactosidase activity (filled symbols) of KT2440 (pMAMV12) (circles) and its 

rpoS minus derivative C1R1 (pMAMV12) (triangles) was determined in LB medium 

for 24 h. 
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Fig. 5. Oxygen tension regulates rup4959 transcription. Ten mL aliquots of a culture 

of KT2440 (pMAMV12) in M9-citrate (OD600nm = 1) were incubated in 100 mL flasks 

sealed with septum caps. Appropriate quantities of N2 were blown into the flasks to 

reduced oxygen down to the indicated tension. After 5 h incubation under shaking 

(200 rpm), β-galactosidase activity was measured. Oxygen percentage on air was 

determined by GC-IRMS. Data are an average of three independent experiments 

and bars indicate standard deviation.   

 

 

 
Fig. 6. Aeration conditions regulates rpoS transcription and other genes of its 

regulon. KT2440 bearing fusions Prup4959::´lacZ; Pcfab::´lacZ, and PrpoS::´lacZ in 

plasmids pMAMV12, pMPcfab, pMAMV21, respectively, were grown in M9-citrate 

minimal medium (OD600nm = 1). Five mL of the cultures were distributed in 

borosilicate tubes and incubated at two different inclination angles (α), with respect 

to the horizontal plane. Low (α= 60º) and high (α= 12º) aeration conditions were 

imposed under shaking (200 rpm). After 5 h, β-galactosidase activity was 

measured. Data are an average of three independent experiments and bars indicate 

standard deviation. 
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Fig. 7. Initiation of rup4959 transcription decreases in an ANR deficient strain. 

Growth (open symbols) and β-galactosidase activity (filled symbols) of KT2440 

(pMAMV12) (circles) and ∆anr (pMAMV12) (triangles) were followed in LB rich 

medium.  
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Fig. 8. Identification of the transcription start point of rup4959 gene. A, Primer 

extension analysis using RNA from P. putida KT2440 (R1), P. putida KT2440 

(pMAMV1) (R2) and C1R1 (R3) in stationary phase of growth (OD600nm = 3.3). 

Oligonucleotide 5´-CTGTTGAGGGTAAGCGCCATC-3´ was used as primer. G1, G2 

and G3 indicate three transcription initiation points. A, C, G, T corresponds to the 

sequencing ladder and line M is the molecular weight marker. Marker bands size is 

given on the left. B, Features in the rup4959 promoter sequence. 

Pseudopalindromic sequence likely being a rho independent transcriptional 

terminator for PP4960 is indicated with arrowheads. Transcription initiation points 

are in bold in capital letters. Putative -35 sequences compatible with RpoS 

requirement are in bold. Oligonucleotide used is in italics letters. Sequences 

showing similarity to an extended -10 are in grey boxes. Shine Dalgarno (AGAGAA) 

and start codon (ATG) are shown in capital. Sequences compatible with the 

consensus of the global posttranscriptional regulator CsrA are underlined. Fragment 

used in the fusion Prup4959::lacZ expands from the initial C, located 151 nucleotides 

upstream of G1, and includes the ATG of rup4959.  
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Fig. 9. Genetic organization of rup4959-4957 gene cluster. This cluster is encoded 

in the minus strand. Numbers in italics show intergenic distances in base pairs. 

Rup4959 domains architecture derived from Pfam domain family database (Finn et 

al., 2008) is shown. The position of the putative phosphorylation site (D65) is 

indicated with a diamond in the receiver domain of the response regulator. Deleted 

fragments appear with discontinuous lines and the positions of the insertions for the 

Km resistance cassette, ΩTc and ΩKm are indicated. The insertion of ΩKm and ΩTc 

interposons caused polar mutations whereas the insertion of the Km cassette 

caused apolar mutants. 
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Fig. 10. Biofilm formation capacity of Rup4959ΩKm mutant under static conditions. 

A, P. putida KT2440 (left) and  Rup4959ΩKm mutant (right) in  borosilicate glass 

tubes after 24 h growing in LB, and B, in M9-glucose minimal medium supplied with 

CAA 0.5% (w/v). Experiments were performed in triplicate. One replicate is shown. 

 

 

 

 
Fig. 11. Growth of P. putida strains with di- and tripeptides as the sole nitrogen 

source. Growth over the time was followed using Bioscreen Microbiological Growth 

Analyser (Oy Growth Curves Ab Ltd, Helsinki, Finland). Wild type KT2440 (red), and 

single mutant Rup4959ΩKm (black), PP4958 (blue) PP4957 (green) strains were 

cultivated for 100 h at 30ºC under medium amplitude shake in glucose-supplied M8 

minimal medium. Five mM of peptides Glycine-Proline (A), Glycine-Glycine-Alanine 

(B) and Glycine-Glycine-Leucine (C) were used as nitrogen sources. Data were 

registered each hour. 
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Fig. 12. P. putida KT2440 (pMAMV1) presents phenotypes associated with increased 

levels of c-di-GMP. A and B, Biofilm formation in borosilicate glass tubes after 7 and 

24 h growing in LB with orbital shaking of 40 rpm, respectively. C, Formation of 

pellicle in polystyrene well plates with 4 mL of M9-glucose minimal medium 

supplied with CAA 0.5% (w/vol) after 24 h with orbital shaking of 100 rpm. D, UV 

detected EPS production in the presence of calcofluor, as described in the 

Experimental procedures section. E, Clumping of overnight LB cultivated cells 

following 1 h without shaking. F, Colony morphology in LB-agar after 48 h. For each 

panel, KT2440 (pMAMV1) is shown on the left and KT2440 (pBBR1MCS-5) on the 

right.  
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Fig 13. Decreased motility abilities of KT2440 overexpressing rup4959. A, To test 

swarming behaviour, PG-agar medium was supplied with L-arabinose 0.1% (w/vol). 

Two and a half microlitres of an overnight LB culture of KT2440 (pMIR155) (left) 

and KT2440 (pMBTB-2) (right) were laid on the centre of swarming plates, which 

were incubated at 25ºC for 48 h. B, Swimming motility was examined in LB-agar 

0.3% (w/vol) supplied with L-arabinose 0.1% (w/vol). Overnight LB cultures were 

adjusted to OD660nm=1 with M9 salts and 2 microlitres inoculated on swimming 

plates. After 24 h incubation at 30ºC the pictures were taken. Colony diameters 

were 28.5 ± 0.71 mm for KT2440 (pMIR155) and 37.5 ± 0.71 mm for KT2440 

(pMBTB-2). Swimming and swarming of KT2440 were not affected by plasmid 

pMBTB-2.  
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Fig. 14. Detection and quantification of c-di-GMP in P. putida strains by HPLC-MS 

analysis. A, Mass chromatograms of ion with m/z 248 present in the nucleotides 

fractions obtained from cellular extracts as described in the experimental 

procedures. Chromatogram in blue, 20 μL of a ten fold diluted cellular extract from 

KT2440 (pMAMV1); Chromatogram in black, 20 μL of cellular extract of KT2440 

(pBBR1MCS-5); Chromatogram in red, 20 μL of cellular extract of Δrup4959 

mutant; Chromatogram in green, 20 μL of a solution 1.45 µM of chemically 

synthesized c-di-GMP. B, ESI-MS of ion [M+H]+ m/z 691. Fragmentation of c-di-

GMP resulted in the formation of three main ions with m/z 152, 248 and 540 like 

previously shown (Simm et al., 2004). Mass cromatography of ion with m/z 248 

was used for quantification due to specificity.  
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Capítulo 4 

 

 

Fig. 15. Two phenotypes associated with high doses of Rup4959 require a signal 

occurring at stationary phase. A, Cell aggregation when the expression of rup4959 

is independent of RpoS. Growth was followed in LB control cultures (open symbols) 

of KT2440 (pMBTB-2) (circles) and KT2440 (pMIR155) (triangles). Cultures 

supplied with arabinose 0.1% appear in filled symbols. B, Earlier induced biofilm 

formation by addition of supernatant from a culture in stationary phase. Cells 

collected from an overnight culture of KT2440 (pMIR155) were washed with fresh 

LB and then 100 fold diluted in the same medium. This culture was incubated until 

late exponential phase (OD600nm= 1.5), subsequently diluted again in LB down to 

OD600nm= 0.05, and finally incubated in the presence of arabinose 0.1%. Then it 

was added 1 mL of free-cells supernatant (filtered, ø = 0.22 µm) as obtained from 

a LB culture of KT2440 (pMBTB-2) in stationary phase (OD600nm= 3.3) (right) or 1 

mL of fresh LB medium as negative control (left).   
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  Discusión general 

La rizosfera, definida como el volumen de suelo que se encuentra bajo la 

influencia de la raíz, es una región que presenta variaciones continuas en 

sus propiedades físicas, químicas y biológicas (Brimecombe et al., 2007; y 

referencias citadas en éste). El estudio de la adaptación fisiológica de las 

bacterias al ambiente complejo de la rizosfera representa en la actualidad 

uno de los principales retos para los microbiólogos que estudian las 

interacciones planta-microorganismo. La búsqueda de funciones bacterianas 

relevantes para la colonización radicular se inició con la generación de 

mutantes en genes sobre los que se hipotetizaba que podrían tener un 

papel en colonización (Anderson et al., 1988; Hawes y Pueppke, 1989; 

Höfte et al., 1992; Matthysse y McMahan, 1998). Alternativamente, la 

generación de mutantes al azar y el posterior análisis de la eficiencia de los 

mismos en la rizosfera (De Weger et al., 1987; Lam et al., 1990; Dekkers 

et al., 1998a,c; Simons et al., 1996, 1997; Lohrke et al., 2002), y más 

recientemente en la espermosfera (Espinosa-Urgel et al., 2000; Yousef-

Coronado et al., 2008), ha sido una estrategia muy útil en la identificación 

de nuevos determinantes genéticos relacionados con la colonización y 

supervivencia. Para ampliar estos trabajos, se adaptó la tecnología IVET al 

estudio de la vida de los microorganismos en la rizosfera, lo que ha 

permitido la identificación y el aislamiento de promotores bacterianos 

activos preferentemente en este hábitat (Rainey, 1999; Gal et al., 2003; 

Rediers et al., 2003; Ramos-González et al., 2005). El análisis con IVET 

permitiría, teóricamente, el análisis del genoma bacteriano completo; sin 

embargo, los estudios iniciales abarcaron menos del 20% del total teórico 

de promotores (Rainey, 1999; Ramos-González et al., 2005). La utilización 

de la tecnología IVET resulta muy tediosa y la confirmación de los 

resultados “in vivo” que tiene lugar a través de la determinación de la 

actividad enzimática del gen reportero presente en el vector IVET, es 

también muy laboriosa (Espinosa-Urgel y Ramos-González, 2004). Como 

muestra de esta dificultad, la publicación del primer análisis completo del 

genoma de P. fluorescens con IVET en el contexto de la rizosfera (Silby et 

al., 2009), se ha publicado diez años después de su inicio (Rainey, 1999). 

La tecnología IVET ha permitido identificar genes con un papel en 

colonización (Gal et al., 2003; Zhang y Rainey, 2007), aunque éste no es el 

caso de todos los genes IVET (Preston et al., 2001; Zhang et al., 2006).
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Complementariamente, se examinó el proteoma bacteriano en presencia de 

ERs (Langlois et al., 2003). Sin embargo, las técnicas electroforéticas 

empleadas en este tipo de análisis tienen una resolución limitada, debido a 

la dificultad para separar proteínas membrana, básicas e hidrofóbicas 

(Bunai y Yamane, 2005; Lee y Cooper, 2006). Con la disponibilidad de la 

tecnología de los “microarrays”, el análisis transcripcional en la rizosfera 

probablemente estuvo limitado por la cantidad y calidad del ARN bacteriano. 

Este problema se resolvió mediante el cultivo de bacterias en ERs (Mark et 

al., 2005). Sin embargo, este estudio presenta varias limitaciones. La 

primera es la utilización de exudados diluidos, con lo que la concentración 

de sus componentes podría reducirse por debajo del umbral necesario para 

alterar la expresión génica. La segunda limitación es la adición de nutrientes 

a los ERs para que éstos soporten un mayor crecimiento. Este 

enriquecimiento podría enmascarar el efecto de algún componente presente 

en los exudados, afectando así a los cambios transcripcionales observados 

(Mark et al., 2005).  

En esta Tesis Doctoral se ha realizado el primer análisis genómico global 

de una bacteria en la rizosfera (Matilla et al., 2007a). Mientras que los 

resultados obtenidos con IVET proporcionan información sobre células 

individuales (Espinosa-Urgel y Ramos-González, 2004), los presentados 

aquí han permitido obtener una visión global de la transcripción a nivel de la 

población bacteriana. Es relevante destacar que las alteraciones 

transcripcionales observadas en nuestro estudio responden a una exudación 

radicular “in vivo” y a la interacción física entre la planta y la bacteria. Estas 

variables no se habían tenido en cuenta en el estudio de Mark y 

colaboradores (2005) con un cultivo planctónico de P. aeruginosa en 

presencia de ERs, ya que su sistema experimental no permite evaluar la 

interacción planta-bacteria “in vivo” (Mark et al., 2005). Para la realización 

del análisis genómico con P. putida KT2440, hemos desarrollado la 

metodología requerida para recuperar las bacterias de la rizosfera, y extraer 

su ARN en calidad y cantidad óptimas. Tras la inoculación de las semillas 

con KT2440, se necesitaron seis días de incubación para obtener la cantidad 

de ARN necesaria para el análisis transcripcional. En ese momento, la 

densidad bacteriana en la rizosfera se encontraba estabilizada (mat. sup., 

Fig. 1S). En nuestro análisis genómico se utilizaron tres condiciones 
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experimentales control, que abarcaban una variedad de nutrientes, fases de 

crecimiento y estilos de vida (Cap. 1, Fig. 2). Resulta interesante destacar 

que el patrón de expresión de las bacterias rizosféricas fue más similar al de 

bacterias en fase exponencial de crecimiento que al de bacterias en fase 

estacionaria (Cap. 1, Fig. 1). Un ejemplo muy ilustrativo se obtiene al 

observar el perfil de expresión de los genes que codifican proteínas 

ribosómicas, ya que ninguno de ellos presentó una transcripción alterada en 

la rizosfera con respecto a las bacterias en fase exponencial. En cambio, 

cuarenta y nueve de estos genes ribosomales aparecieron inducidos cuando 

se comparó el transcriptoma de KT2440 en la rizosfera con el obtenido en 

fase estacionaria, lo que sugiere un elevado estado metabólico en este 

hábitat.  

El número de estudios que analizan el estado fisiológico de las bacterias 

en la rizosfera es limitado. Varios autores, mediante la determinación de 

parámetros como la bioluminiscencia (Marschner y Crowley, 1996; Ramos 

et al., 2000b, Roberts et al., 2009), el volumen celular (Normander et al., 

1999), el porcentaje de células en división (Normander et al., 1999), el 

contenido en ribosomas (Lübeck et al., 2000) o el consumo de oxígeno 

(Roberts et al., 2009), han observado que la población bacteriana en este 

hábitat es heterogénea. Así, aunque la actividad metabólica bacteriana en la 

rizosfera es mayor que en el suelo no rizosférico, gran parte de las bacterias 

presentan una actividad metabólica baja durante la colonización. En P. 

putida se ha evaluado la tasa de síntesis y el contenido en ribosomas como 

medida del estado fisiológico durante la colonización de la rizosfera (Ramos 

et al., 2000a). Partiendo de que el contenido en ribosomas está altamente 

regulado y correlacionado positivamente con la tasa de crecimiento 

bacteriano (Wagner, 1994; Molin y Givskov, 1999; y referencias citadas en 

éstos), en el estudio de Ramos y colaboradores (2000a) se demostró que el 

contenido en ribosomas disminuía bruscamente durante el primer día de 

colonización en condiciones de no esterilidad, previsiblemente debido a la 

competición por los nutrientes con las bacterias indígenas del suelo. Sin 

embargo, en condiciones de esterilidad se observó que una parte de la 

población de P. putida presentaba niveles altos de actividad durante los dos 

primeros días de colonización. Este metabolismo elevado durante las fases 

iniciales de la colonización se correlacionó con la existencia de un 
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crecimiento bacteriano activo (Ramos et al., 2000a). Por ello, nuestros 

resultados sugieren que las células metabólicamente activas son las que 

están contribuyendo mayoritariamente al ARN total empleado en nuestro 

análisis transcripcional (Matilla et al., 2007a). De ahí que el patrón de 

transcripción sea más similar al de bacterias con crecimiento activo en 

laboratorio. 

En nuestro análisis genómico, se identificaron 90 genes rup (del inglés, 

rhizosphere up-regulated) inducidos y ninguno reprimido (Cap. 1, Fig. 2; 

mat. sup., Tabla 1S). La complejidad nutricional existente en la rizosfera 

(Newmann y Römheld, 2007; Uren, 2007; y referencias citadas en éstos) 

explicaría que el 17% de los genes rup con función conocida (Cap. 1, Tabla 

1), estén relacionados con la adquisición de nutrientes procedentes de la 

planta. La expresión génica de las rutas implicadas en el metabolismo de 

estos nutrientes también se ve afectada. De este modo, un 22% de los 

genes rup con función conocida codifican proteínas relacionadas con el 

metabolismo (Cap. 1, Tabla 1). El hecho de que la ruta de degradación de 

fenilacético aparezca inducida (rup3281) y que se requiera para la 

colonización competitiva (mat. sup., Fig. 2S), sugiere que la utilización de 

compuestos aromáticos como fuente de carbono en la rizosfera constituye 

una ventaja selectiva para KT2440. Además de la adaptación nutricional, la 

adaptación fisiológica a las condiciones de estrés que imperan en la 

rizosfera tales como la presencia de especies reactivas de oxígeno (ROS; 

Dunand et al., 2007) y de compuestos antimicrobianos producidos por la 

planta (Perry et al., 2007; y referencias citadas en éste) ha quedado puesta 

de manifiesto en nuestro análisis transcripcional. Así, el 16% de los genes 

inducidos con función conocida codifican proteínas de respuesta a 

situaciones de estrés y bombas de eflujo (Cap. 1, Tabla 1). Comparando 

nuestro estudio con el análisis IVET de P. fluorescens SBW25 recientemente 

finalizado, en este último se identificaron 125 promotores activos “in vivo” 

en la rizosfera de plantas de remolacha (Silby et al., 2009). En este caso, la 

composición de los genes con función conocida fue similar a la encontrada 

en nuestro trabajo, excepto para aquéllos relacionados con la resistencia a 

estrés, cuyo porcentaje fue sensiblemente menor (8% para P. fluorescens 

frente al 16% para P. putida).  
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La identificación de genes rup relacionados con resistencia a distintos 

tipos de estrés y reparación de ADN sugiere que la rizosfera, además de ser 

un hábitat rico en nutrientes, también presenta hostilidades. Como ejemplo 

de la segunda categoría aparece el gen rup1476, que muy probablemente 

forma parte de la misma unidad transcripcional que el locus PP1477. Este 

locus codifica la exonucleasa RecJ, que se había identificado previamente en 

un estudio IVET llevado a cabo en nuestro Grupo de Investigación (Ramos-

González et al., 2005). RecJ interviene en procesos de recombinación 

homóloga (Yamagata et al., 2002) y de reparación de ADN provocados 

tanto por radiaciones UV (Dermić, 2006) como por agentes oxidantes (Stohl 

y Seifert, 2006). Un mutante recJ está afectado en colonización competitiva 

(Cap. 1, Fig. 3) y en adhesión (mat. sup., Fig. 3S). Por otro lado, el hecho 

de que las seis copias del gen que codifica la transposasa ISPpu14 

aparezcan inducidas en nuestro análisis, le adjudica un papel importante a 

este transposón en el contexto de la rizosfera. Es conocido que las 

reorganizaciones genómicas son frecuentes en la rizosfera (Espinosa-Urgel, 

2004; y referencias citadas en éste) y se ha observado la presencia de las 

mismas en este hábitat mediadas por ISPpu10 (Ramos-González et al., 

2006). 

La identificación de rup0109, que codifica una proteína de ensamblaje de 

la oxidasa terminal aa3, una de las cinco oxidasas terminales que presenta 

KT2440 en su genoma (Morales et al., 2006), sugiere un papel importante 

para este citocromo en rizosfera. La inducción de este gen, así como la de 

otros relacionados con la síntesis de citocromos (rup3183) y de grupo hemo 

(rup0110) propone el requerimiento de una adaptación de las cadenas de 

transporte a las condiciones de vida en la rizosfera, lo que explicaría que un 

mutante rup0110 esté afectado en colonización competitiva (Cap. 1, Fig. 3) 

y en adhesión (mat. sup., Fig 3S). La expresión de estas oxidasas 

terminales se ha estudiado en KT2440 y se sabe que están reguladas por la 

disponibilidad de oxígeno, a través de ANR (Ugidos et al., 2008), por la 

fuente de carbono, (Dinamarca et al., 2003) y por la fase de crecimiento 

(Morales et al., 2006; Ugidos et al., 2008). En nuestro análisis genómico 

también se han identificado un conjunto importante de genes rup que 

codifican sensores que detectan señales externas o internas (Cap. 1, Tabla 

1). Dentro del primer grupo, rup5321 codifica la proteína PhoR. El sistema 
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de dos componentes PhoRB está implicado en la adaptación celular a 

condiciones limitantes de fosfato inorgánico y se conoce que regula 

procesos tales como la formación de BPs (Monds et al., 2007) y el 

metabolismo secundario de la célula bacteriana (Slater et al., 2003; Sola-

Landa et al., 2003). Otro sensor es rup4959, que codifica el único regulador 

de respuesta con dominios GGDEF/EAL de P. putida KT2440. Estos dominios 

regulan los niveles intracelulares de di-GMPc. Las implicaciones de este 

segundo mensajero en la fisiología de KT2440 se discutirán más adelante en 

esta Discusión. Además de sensores, entre los genes rup existen genes de 

flagelo (rup4359 y rup4391) y de quimiotaxis (rup4987). Previamente se ha 

demostrado que P. putida KT2440 responde quimiotácticamente a la 

presencia de la planta durante la colonización radicular (Espinosa-Urgel et 

al., 2002). La importancia de la quimiotaxis para la eficiencia colonizadora 

de KT2440 ha quedado reflejada a través de la inactivación del operón 

rup4988-4987, ya que un mutante rup4988 está afectado en colonización 

competitiva (Cap. 1, Fig. 3).    

Entre los genes rup también se encuentra un componente de un sistema 

de secreción de tipo I (SSTI). rup2560 forma parte de un clúster compuesto 

por los loci PP2558-2560 (mat. sup., Fig. 4S). Este SSTI es probablemente 

responsable de la secreción de la proteína extracelular PP2561 que, como se 

discutirá más adelante, tiene un papel importante en las propiedades de 

KT2440 como agente potencial de biocontrol (Matilla et al., 2010, en 

prensa).  

Nuestro análisis genómico ha generado una gran cantidad de datos que 

se han comenzado a explotar en este trabajo. Así, hemos caracterizado 

mutantes en genes rup ya existentes en la Colección de Cultivos de 

Pseudomonas (PRCC; Duque et al., 2007) o bien generados en esta Tesis, 

en cuanto a su eficiencia colonizadora de la rizosfera en competición con la 

cepa silvestre. La figura 2S muestra la colonización competitiva de diez 

mutantes en genes rup, cada uno representativo de una categoría funcional. 

Seis de estos mutantes (rup0110, rup1477, rup2561, rup3279, rup3283 y 

rup4988) presentaron deficiencias en la colonización competitiva de la 

rizosfera de maíz. En consecuencia, nuestro análisis genómico con P. putida 

KT2440 ha permitido, al igual que anteriormente el llevado a cabo con P. 
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aeruginosa (Mark et al., 2005), la identificación de nuevos determinantes 

genéticos de colonización.  

Al comienzo de esta Tesis se había demostrado la capacidad de KT2440 

para proteger plántulas de maíz frente al estrés salino (Muñoz-Rojas y 

Ramos, 2006). Sin embargo, no se había explorado el potencial de esta 

bacteria como agente de biocontrol. El hecho de que se haya puesto de 

manifiesto la eficiencia colonizadora de KT2440 en la rizosfera de la planta 

modelo A. thaliana (Cap. 2, Fig. 2B), ha servido como punto de partida para 

abordar el estudio de la resistencia menos conocida dentro de los 

mecanismos de defensa frente a las agresiones patogénicas, como es la 

ISR. El estudio del potencial de KT2440 para desencadenar ISR en el 

sistema modelo A. thaliana/P. syringae pv. tomato se llevó a cabo durante 

mi estancia en el Departamento de Fitopatología de la Universidad de 

Utrecht, en colaboración con el Dr. P. Bakker. En un estudió, que incluyó la 

variedad silvestre A. thaliana Col-0, varios mutantes afectados en rutas de 

señalización (jar-1, etr1 y npr1) y plantas transgénicas NahG, se evidenció 

que la colonización radicular de plantas Col-0 por KT2440 puede proteger a 

la parte aérea de las mismas frente a la infección posterior por una bacteria 

fitopatógena (Cap. 2, Fig. 1). P. putida KT2440 presenta la peculiaridad de 

que, aparentemente, activa dos rutas de señalización, la regulada por 

etileno/jasmónico (ISR), algo común para otras rizobacterias (van Loon y 

Bakker, 2005; y referencias citadas en éste), y la dependiente de ácido 

salicílico (SAR), de cuya activación son responsables principalmente 

bacterias fitopatógenas (Vlot et al., 2008; y referencias citadas en éste). 

Aunque se ha demostrado que varias rizobacterias no patogénicas inducen 

la vía dependiente de ácido salicílico (SAR) (De Meyer et al., 1999; Ryu et 

al., 2003b; Tjamos et al., 2005), la activación de ambas vías de resistencia 

(ISR y SAR) sólo se ha observado hasta la fecha con la bacteria endofítica 

Micromonospora sp. EN43 (Conn et al., 2008). Actualmente no se tiene 

constancia de que KT2440 sea endofítica. Sin embargo, mediante 

microscopía electrónica de barrido se ha observado que durante la 

colonización de la rizosfera, KT2440 entra en contacto estrecho con la 

superficie de la raíz, apareciendo una película de apariencia mucilaginosa 

alrededor de las bacterias (mat. sup., Fig. 5S). La posibilidad de que P. 

putida KT2440 pueda activar ambas rutas de señalización proporcionaría 

 147



Discusión general 

potencialmente a esta cepa una mayor capacidad defensiva que la que 

muestran otras rizobacterias que activan una sola vía (Van Wees et al., 

2000). Además, se podría especular con su efectividad frente a un espectro 

más amplio de enfermedades (Ton et al., 2002).    

Nuestros estudios de ISR no sólo incluyeron a la cepa silvestre KT2440, 

sino también a varias cepas mutantes, algunas de ellas en genes rup (Cap. 

2, Fig. 3; mat. sup., Fig. 7S). El estudio de la capacidad de desencadenar 

ISR por estos mutantes ha permitido establecer una relación entre 

expresión génica en la rizosfera (Cap. 1), colonización competitiva (Cap. 1, 

Fig. 3; Cap. 2 Fig. 2) y protección frente a fitopatógenos (Cap. 2, Fig. 3; 

mat. sup. Fig. 7S) que nunca antes se había llevado a cabo con ninguna 

rizobacteria. A pesar de haber analizado varios mutantes, los resultados 

fueron consistentes únicamente para dos de ellos, PP2561 y PP4988, de los 

cuáles sólo el primero perdió la capacidad de actuar como agente de 

biocontrol independientemente de la densidad del inoculo inicial (Cap. 2, 

Fig. 3; mat. sup. Fig. 7S). El mutante PP2561 estaba afectado en 

colonización competitiva de la rizosfera de maíz (Cap. 1, Fig. 3) y 

Arabidopsis (Cap. 2, Fig. 2A), si bien, de forma independiente, puede 

colonizar la rizosfera de esta última a densidades similares a las obtenidas 

con la cepa silvestre (Cap. 2, Fig. 2B). Ante esta observación, es de interés 

mencionar que los experimentos de ISR se realizaron con semillas de 

Arabidopsis no estériles, y por tanto, en competición con bacterias 

indígenas. En estas condiciones, la eficiencia competitiva disminuida del 

mutante PP2561 sería responsable de un descenso de su densidad en la 

rizosfera y, de aquí derivaría su incapacidad para inducir ISR. Esta 

disminución en la eficiencia colonizadora puede ser consecuencia de la 

mayor sensibilidad frente al estrés oxidativo exhibida por este mutante (S. 

Santamaría, comunicación personal). El estrés oxidativo es una condición 

imperante en la rizosfera (Dunand et al., 2007; Rudrappa et al., 2007) y, 

por consiguiente, podría influir sobre la actividad metabólica de la cepa 

mutante PP2561 y, en consecuencia, sobre su supervivencia. La necesidad 

de un estado metabólicamente activo en la rizobacteria se ha sugerido 

anteriormente como un factor importante para desencadenar ISR (Han et 

al., 2006; Djavaheri, 2007). 
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Aunque se conoce la existencia de cambios en el perfil de metabolitos de 

los ERs de plantas en respuesta a agentes biológicos, los datos disponibles 

en la actualidad se refieren mayoritariamente a microorganismos 

fitopatógenos (Walker et al., 2003; Phillips et al., 2004; Bais et al., 2005). 

La identificación de algún metabolito secundario como señal de ISR en hojas 

no ha tenido lugar hasta muy recientemente (Kim et al., 2008). Por esta 

razón, nos pareció interesante estudiar el efecto de P. putida KT2440 sobre 

los exudados de Arabidopsis y, en el supuesto de que se produjesen 

alteraciones, investigar su relación con ISR a través del mutante PP2561. 

Este trabajo se llevó a cabo en colaboración con el Dr. J. Vivanco durante la 

estancia de M.I. Ramos-González en la Universidad del Estado de Colorado. 

Tanto la cepa silvestre como el mutante PP2561 produjeron un incremento 

en la exudación de plantas cultivadas “in vitro” en condiciones 

gnotobióticas, con respecto a las plantas control (Cap. 2, Fig. 5), si bien el 

aumento observado fue mayor en el caso de la incubación con la cepa 

silvestre. Resultó muy evidente el incremento en un compuesto con tiempo 

de retención 11 minutos y con relación masa/carga 163 (Cap. 2, Fig. 4). 

Este compuesto no se detectó por HPLC en el cromatograma 

correspondiente de las plantas control (mat. sup., Fig. 8S). No obstante, sí 

que estaba presente en cantidades traza cuando se analizaron los exudados 

mediante espectrometría de masas (mat. sup., Fig. 8S). Esta observación y 

el hecho de que el compuesto no se detectara en el sobrenadante de un 

cultivo bacteriano (mat. sup., Fig. 8S) sugieren su procedencia vegetal. 

Aunque en esta Tesis Doctoral no se ha determinado la estructura de este 

compuesto, su espectro de absorción, con un pico a 272 nm, es compatible 

con la de un compuesto de naturaleza aromática (mat. sup., Fig. 9S). 

Varios autores han referido la presencia de compuestos aromáticos en los 

ERs (Kovacs, 1971; Neumann y Römheld, 2007 y referencias citadas en 

éste). Si la proteína extracelular con dominios peroxidasa codificada por el 

locus PP2561 es percibida por la planta y como consecuencia de este 

reconocimiento se modifica el patrón de exudación radicular es una 

hipótesis que habrá que demostrar. Por el momento desconocemos el 

mecanismo por el cuál esta peroxidasa puede ser responsable de los 

cambios observados en los exudados. Lo que sí se conoce es que la 

colonización de la rizosfera de A. thaliana por P. fluorescens WCS417r 

 149



Discusión general 

induce cambios transcripcionales en la raíz (Verhagen et al., 2004), que 

podrían originar alteraciones en la composición de los ERs. En resumen, 

nuestros resultados revelan el hallazgo de un nuevo determinante 

bacteriano de ISR, específico de P. putida. El mecanismo por el cual esta 

hemoperoxidasa extracelular ejerce su efecto es objeto de estudio en una 

Tesis Doctoral que se ha iniciado como continuación de este trabajo y que 

contempla tanto la purificación de la proteína como el estudio posterior de 

su capacidad para inducir ISR “in vitro”. 

El desencadenamiento de ISR requiere, en muchos casos, de una 

eficiente colonización de la rizosfera y para que ésta tenga lugar, una 

eficiente motilidad bacteriana es importante (Simons et al., 1996; Dekkers 

et al., 1998c; Capdevilla et al., 2004). Incluso se han aislado de la rizosfera 

variantes hipermóviles de Pseudomonas (Sánchez-Contreras et al., 2002; 

Achouak et al., 2004), que como consecuencia de la mayor motilidad 

presentan una mayor eficiencia para alcanzar el ápice radicular que la cepa 

silvestre (Martínez-Granero et al., 2006). En nuestro análisis genómico, 

llevado a cabo con P. putida KT2440, se identificaron varios genes rup 

implicados en la síntesis de flagelos (Matilla et al., 2007a), lo que sugiere la 

importancia que tiene la motilidad, también para esta bacteria, en la 

colonización de la rizosfera. Sin embargo, las bacterias y en concreto 

Pseudomonas, presentan más de un tipo de motilidad en la que participan 

los flagelos (Toutain et al., 2005; Terashima et al., 2008; y referencias 

citadas en éste). En superficie sólida, este movimiento es de tipo 

“swarming” (Harshey, 2003) mientras que en medio líquido es de tipo 

“swimming” (Bardy et al., 2003). Otros apéndices bacterianos, como los pili 

de tipo IV, son esenciales para el movimiento en superficie pero no para el 

“swimming” (Bardy et al., 2003; mat. sup., Fig. 10S). Además, se han 

descrito mutantes en pili que están afectados en colonización (Dorr et al., 

1998; Böhm et al., 2007). Por ser la rizosfera un ambiente heterogéneo en 

el que microambientes líquidos y sólidos pueden coexistir, es probable que 

ambos tipos de movimientos (“swarming” y “swimming”) coexistan en este 

hábitat. La mayoría de los mutantes que se han empleado para estudiar la 

motilidad en la rizosfera, a través de la colonización del ápice, carecen de 

flagelo (de Weger et al., 1987; Simons et al., 1996; Dekkers et al., 1998c; 

Capdevilla et al., 2004), por lo que no se podría discriminar si las 
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deficiencias en colonización observadas en estos mutantes se deben a la 

ausencia de un tipo de motilidad u otra. Además, conviene señalar que en 

muchos análisis de colonización, la adhesión contribuye de manera 

soterrada, como ilustra el hecho de que los flagelos no sólo intervienen en 

la motilidad sino que también tienen un papel en la adhesión a superficies 

vegetales (Croes et al., 1993; DeFlaun et al., 1994; Turnbull et al., 2001; 

Yousef-Coronado et al., 2008). Esto sugiere la necesidad de diseñar 

experimentos que permitan analizar la adhesión y la colonización por 

separado, y así caracterizar de manera precisa la contribución que estos 

apéndices tienen en la colonización del sistema radicular. En este contexto 

es interesante mencionar que existen mutantes con apéndices íntegros 

aunque deficientes en el movimiento flagelar (Gorski et al., 2009) o en la 

retracción de los pili (Böhm et al., 2007) que muestran una colonización 

similar a la de la cepa silvestre. Sin embargo, los mutantes carentes del 

apéndice están afectados en colonización, probablemente como 

consecuencia de un fallo de adhesión, aunque este parámetro no se evaluó 

en estos estudios (Böhm et al., 2007; Gorski et al., 2009).  

Al inicio de este Tesis se desconocía que P. putida KT2440 presentara 

motilidad tipo “swarming”, ni este movimiento estaba caracterizado en 

ninguna cepa de P. putida, quizá porque tiene lugar a una temperatura 

inferior a la que normalmente se cultiva esta bacteria en el laboratorio 

(Cap. 3, Fig. 1), en un medio específico y tras un periodo de inducción 

(Matilla et al., 2007b; mat. sup. Fig. 11S). En numerosas bacterias, la 

producción de compuestos con propiedades surfactantes es esencial para 

que tenga lugar el “swarming” (Harshey, 2003; y referencias citadas en 

éste; Wang et al., 2004; Inoue et al., 2007). Sin embargo, P. putida 

KT2440 no presenta la dotación genética para la síntesis de ningún 

surfactante conocido (Nelson et al., 2002). Aunque en nuestro análisis 

genómico se identificó el gen rup3786, que codifica una aminotransferasa 

contenida en el mismo grupo génico que una sintetasa de péptido no 

ribosómico (Matilla et al., 2007a), se descartó que este clúster fuera 

responsable de la síntesis de compuestos con propiedades surfactantes por 

comparación de la tensión superficial de un cultivo silvestre y uno mutante 

en este sistema. Además, el mutante rup3786 no estaba afectado en 

“swarming”. Curiosamente, los mutantes de flagelo mantenían la capacidad 
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de moverse en superficie, si bien la observación al microscopio permitió 

distinguir la ausencia de las características distintivas de la motilidad tipo 

“swarming” en estos mutantes, tales como la rotación rápida (Matilla et al., 

2007b).  

Mediante el uso de mutantes, se han identificado algunos determinantes 

genéticos de KT2440 que contribuyen de forma esencial a este movimiento, 

tales como los pili de tipo IV (Cap. 3, Fig. 3) y los LPS, tanto el core como el 

antígeno O (mat. sup. Fig. 12S). La implicación de los pili (Köhler et al., 

2000; Kaiser, 2007; y referencias citadas en éste) y los LPS (Gygi et al., 

1995; Toguchi et al., 2000; Kim et al., 2003; Rather et al., 2005) en el 

movimiento tipo “swarming” se ha descrito previamente. Sin embargo, al 

contrario de lo que acontece en P. aeruginosa (McGroarty y Rivera, 1990; 

Makin y Beveridge, 1996), Y. pestis (Knirel et al., 2005) y A. tumefaciens 

(Arafat et al., 2009), en P. putida KT2440 no se observó variación ni en la 

composición ni en la cantidad de LPS en función de la temperatura (mat. 

sup., Fig. 13S), por lo que la regulación del “swarming” por la temperatura 

no parece tener lugar a través de los LPS. Aunque en este trabajo no se ha 

estudiado el efecto de la temperatura sobre la expresión de los pili, tanto en 

P. aeruginosa (Termine y Michel, 2009) como en Legionella pneumophila 

(Söderberg et al., 2004) su expresión disminuye con la temperatura. Es de 

interés mencionar que a 24 ºC, que es la temperatura de incubación de los 

ensayos de colonización, KT2440 podría exhibir la motilidad tipo 

“swarming”.  

El fenotipo de los mutantes en “swarming” se investigó en cuanto a la 

interacción con la planta, por medio de ensayos de adhesión, colonización, 

además de analizarse también su capacidad de presentar movimiento tipo 

“swimming”. Así, un mutante pilD, que carece de pili de tipo IV, es 

deficiente tanto en la colonización competitiva de la rizosfera como del ápice 

radicular (mat. sup., Fig. 14S). Sin embargo, este mutante está afectado en 

la adhesión a semillas (mat. sup., Fig. 15S), por lo que su baja eficiencia 

colonizadora puede ser el resultado de una menor adhesión inicial. Por otra 

parte, los mutantes wbpL y wbpW, defectivos en la síntesis del antígeno-O, 

aunque también están afectados en colonización competitiva de ápices 

(mat. sup., Fig. 14S), presentan la misma eficiencia colonizadora de la 

rizosfera que la cepa silvestre (mat. sup., Fig. 14S) y a diferencia del 

 152 



  Discusión general 

mutante pilD, no están afectados en adhesión a semillas (mat. sup. Fig. 

15S). A pesar del estudio pormenorizado, no se pudo concluir que la menor 

eficiencia para alcanzar el ápice fuera consecuencia únicamente de la 

deficiencia en “swarming” porque ambos mutantes wbpL y wbpW también 

están afectados parcialmente en “swimming” (mat. sup., Fig. 16S). Entre 

los mutantes en “swarming” también se encontraba el mutante galU, que es 

defectivo en la síntesis del “core” lipopolisacarídico. Este mutante, que es 

menos eficiente en colonización competitiva que la cepa silvestre, está 

afectado en adhesión a semilla y parcialmente en “swimming” (Yousef-

Coronado et al., 2008). Aunque el papel de los LPS en la colonización de la 

rizosfera se había puesto de manifiesto por otros investigadores, no se 

habían analizado de forma independiente los procesos que contribuyen a la 

eficiencia en rizosfera (Simons et al., 1996; Dekkers et al., 1998c; de Weert 

et al., 2006).  

Un resultado interesante en la caracterización del “swarming” en KT2440  

fue el requerimiento del sideróforo pioverdina, así como de su transportador 

FpvA o, alternativamente, de la suplementación con hierro dentro de un 

intervalo de concentración para que dicho movimiento tuviera lugar (Cap. 3, 

Fig. 6; mat. sup., Fig. 17-18S), tal y como se discute ampliamente en el 

Capítulo 3 (Matilla et al., 2007b). El requerimiento de una concentración 

intracelular determinada de hierro también se ha descrito para otras 

bacterias. Así, un exceso del micronutriente inhibe el “swarming” en P. 

aeruginosa (Déziel et al., 2003) y en V. parahaemolyticus (Jaques y 

McCarter, 2006). Por otra parte, una adquisición adecuada de hierro, 

mediada por el sideróforo enterobactina, es necesaria para el desarrollo de 

“swarming” en E. coli K-12 (Inoue et al., 2007). Estos resultados, además 

de los análisis transcriptómicos llevados a cabo con bacterias que exhiben 

“swarming” (Wang et al., 2004; Inoue et al., 2007), evidencian que el 

estado nutricional en cuanto a hierro es decisivo en este tipo de motilidad. 

En la rizosfera, la biodisponibilidad de hierro puede llegar a ser limitante 

(Somers et al., 2004; Haas y Défago, 2005; y referencias citadas en éstos). 

Así, diferentes estudios reflejan la importancia que para Pseudomonas tiene 

la adquisición de hierro en cuanto a su eficiencia en rizosfera (Mirleau et al., 

2000; Han et al., 2006). En P. putida KT2440, se requiere la adquisición de 
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este micronutriente para una adhesión a semillas de maíz y una 

colonización competitiva eficiente (Molina et al., 2005; 2006).  

Los estudios de la motilidad tipo “swarming” realizados con distintas 

bacterias sugieren que, en general, un déficit nutricional induciría este tipo 

de movimiento, lo que permitiría a la población bacteriana la colonización de 

nuevos nichos donde las condiciones nutricionales fueran más favorables 

(Köhler et al., 2000; Déziel et al., 2003). En relación a esto, P. putida 

KT2440 exhibe “swarming” en un medio limitado en nutrientes como es el 

PG. Por el contrario, en medios ricos como LB, no tiene lugar este 

movimiento. En la rizosfera existe una gran heterogeneidad espacial y 

temporal de nutrientes, junto con una gran competitividad por los mismos 

(Uren, 2007; Neumann y Römheld, 2007; y referencias citadas en éstos). 

Además, en los ERs se han detectado compuestos con propiedades 

surfactantes que reducen la tensión superficial tales como los fenoles, los 

ácidos orgánicos o los mucílagos (Vancura, 1964; Read y Gregory, 1997; 

Read et al., 2003). Algunas plantas contienen en sus exudados compuestos 

que mimetizan moléculas señal de QS (Teplitski et al., 2000, 2004; Gao et 

al., 2003; 2007). Estas moléculas autoinductoras regulan procesos 

dependientes de densidad celular entre los que se encuentra la motilidad 

tipo “swarming” (Teplitski et al., 2000). Aunque KT2440 no dispone de la 

información genética necesaria para la síntesis de las señales más 

habituales de QS, tales como las HSLs, sin embargo sí presenta un 

regulador con dominio de unión de estos autoinductores. Actualmente se 

está valorando la respuesta de esta bacteria a estas señales de QS (M. 

Espinosa-Urgel, comunicación personal).  

Si bien no disponemos actualmente de ningún mutante que esté 

afectado exclusivamente en “swarming” y no lo esté en otros procesos, 

como adhesión o “swimming”, hemos discutido que la rizosfera reúne las 

condiciones adecuadas para que KT2440, además de “swimming”, utilice la 

motilidad tipo “swarming” para colonizar la rizosfera. 

Sabemos que la regulación del “swarming” es dependiente de la 

concentración intracelular del segundo mensajero di-GMPc en P. aeruginosa 

(Kuchma et al., 2007; Ryan et al., 2009), S. enterica serovar Typhimurium 

UMR1 (Ryjenkov et al., 2006) y V. parahaemolitycus (Kim et al., 2007). En 

P. putida KT2440, hemos demostrado que la sobreexpresión del regulador 
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de respuesta Rup4959 inhibe la motilidad tipo “swarming” y tipo 

“swimming” (Cap. 4, Fig. 13) a través de un incremento en los niveles 

intracelulares de di-GMPc (Cap. 4, Fig. 14). Esta menor motilidad se ha 

visto reflejada en la rizosfera de modo que, cuando la concentración del 

segundo mensajero es alta, KT2440 no llega a colonizar los ápices 

radiculares de plantas maíz (mat. sup., Fig. 20S). 

En las proteínas con actividad DGC se han identificado una serie de 

residuos conservados que son importantes para su actividad catalítica 

(motivo GGDEF), la regulación alostérica (motivo RxxD) y la unión a GTP y 

Mg+2 (Navarro et al., 2009). A excepción de los residuos del motivo RxxD, 

el resto están conservados en la proteína Rup4959 (mat. sup. Fig. 21S), lo 

que estaría de acuerdo con su actividad DGC (Cap. 4, Fig. 14). Además de 

una disminución en la motilidad, varios fenotipos aparecen en KT2440 

cuando se incrementan los niveles intracelulares del segundo mensajero. 

Entre ellos se encuentran la inducción de la formación de BPs en superficies 

abióticas (Cap. 4, Fig. 12A y B), la autoagregación celular (Cap. 4, Fig. 12E) 

y la aparición de una morfología de colonia rugosa (Cap. 4, Fig. 12F). Estos 

fenotipos se han observado en diferentes bacterias cuando se 

sobreexpresan proteínas con actividad DGC (Simm et al., 2004; Hickman et 

al., 2005; Gjermansen et al., 2006; Nakhamchick et al., 2008), y todos se 

han asociado con la formación de EPS (Yildiz y Schollnik, 1999; Solano et 

al., 2002; Bahat-Samet et al., 2004; Friedman y Kolter, 2004a,b). 

Utilizando el fluorocromo calcoflúor, que tiñe glucanos en los que están 

presentes los enlaces β (1→3) y β (1→4) glucosídico, se ha observado que 

la sobreexpresión de rup4959 también causa un aumento en la formación 

de EPS (Cap. 4, Fig. 12D). En KT2440 se han identificado al menos cinco 

grupos génicos responsables de la síntesis de EPS (Tolker-Nielsen, 

comunicación personal). Un mutante en la síntesis de celulosa y portador de 

rup4959 en multicopia, presentó una tinción con calcoflúor similar a la de 

KT2440 (pMAMV1) (Cap. 4, Tabla 4), como una indicación de que este EPS 

no es responsable del fenotipo derivado de niveles de di-GMPc elevados. 

Igualmente, un mutante en la síntesis de alginato presentó el mismo 

fenotipo pleiotrópico de la cepa silvestre a niveles elevados del segundo 

mensajero (Cap. 4, Tabla 4). Sin embargo, uno de los mutantes en la 

síntesis de EPS actualmente sin caracterizar, aunque específico de P. putida, 
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presentó una tinción con calcoflúor disminuída en las mismas condiciones, 

sugiriendo que la mayor tinción observada en KT2440 (pMAMV1) puede ser 

resultado de la sobreproducción de este EPS. Actualmente no se descarta la 

posibilidad de que el di-GMPc pueda inducir la síntesis o superproducción de 

los otros dos tipos de EPS. Curiosamente, dos mutantes defectivos en la 

síntesis del “core” lipopolisacarídico también presentaron menor tinción con 

calcoflúor cuando portaban el gen rup4959 en multicopia (Cap. 4, Tabla 4), 

así como una reducción en la formación de BPs y una morfología de colonias 

lisa (Cap. 4, Tabla 4; mat. sup. Fig. 22S). La relación entre la síntesis de 

LPS y EPS que establecen nuestros resultados ya había sido propuesta en 

Azorhizobium por Gao y colaboradores (2001).  

P. putida KT2440 presenta cuarenta y tres genes que codifican proteínas 

con dominios implicados en el metabolismo de di-GMPc (Nelson et al., 

2002), lo que sugiere que para posibilitar el control de los niveles 

intracelulares de este segundo mensajero, tenga lugar una regulación 

precisa de la expresión de estos genes, así como de la actividad enzimática 

de las proteínas que codifican. Aunque el nivel de transcripción de rup4959 

fue elevado en fase estacionaria de crecimiento en todos los medios 

ensayados (Cap. 4, Fig. 2), el único fenotipo que se ha podido asociar con 

su mutación ha sido una ligera disminución en la formación de BPs en 

superficies abióticas en condiciones estáticas (Cap. 4, Fig. 10 A, B). En 

estas condiciones de menor aireación, se ha observado que la transcripción 

de rup4959 es mayor (Cap. 4, Fig. 5-6; mat. sup., 23S). Tanto la existencia 

de regulación postranscripcional, de modo que la proteína no estaría 

presente en la mayoría de las condiciones ensayadas, como la carencia de 

actividad enzimática podrían explicar nuestros resultados. La presencia de 

un sitio de fosforilación en el dominio REC de Rup4959 sugiere la necesidad 

de un estado fosforilado para que la proteína sea activa. Este dominio REC, 

junto con el dominio PAS sensor, probablemente intervengan en la 

integración de señales intracelulares y/o extracelulares para la activación de 

la vía de transducción de señal mediada por este regulador de respuesta, 

cuyo “output” es la síntesis o degradación del segundo mensajero di-GMPc. 

Aunque en su gran mayoría no se han identificado las señales ambientales 

que controlan estas vías de transducción de señal, se ha caracterizado el 

control del oxígeno sobre las PDEs PdeA1 de G. xylinum (Chang et al., 
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2001) y su ortólogo XC2324 en Xcc (Ryan et al., 2007).  Así, la unión de 

oxígeno molecular al dominio PAS de PdeA1 inhibe su actividad PDE (Chang 

et al., 2001), y en un mutante XC2324, se pierde la regulación por oxígeno 

observada en la cepa silvestre para la síntesis de enzimas extracelulares 

(Ryan et al., 2007). En adición a esto, varios son los estudios que 

documentan el hecho de que muchas de las proteínas responsables del 

metabolismo de di-GMPc regulan funciones celulares específicas bajo 

condiciones ambientales muy concretas (García et al., 2004; Kader et al., 

2006; Weber et al., 2006). En esta línea, conviene mencionar, que las 

alteraciones fenotípicas de todos los mutantes individuales de Xcc en 37 

genes relacionados con el metabolismo de di-GMPc fueron evidentes 

únicamente en condiciones concretas, a excepción del mutante RpfG, que 

habitualmente presentó alteraciones en la producción de enzimas 

extracelulares, motilidad y formación de BPs (Ryan et al., 2007).  

La inducción de rup4959 que se observó en el análisis genómico en la 

rizosfera (Cap. 1; Tabla 1) no pudo ser confirmada mediante RT-PCR 

cuantitativa. Tenemos previsto investigar el papel que la presencia de 

secuencias consenso del regulador postranscripcional CsrA, contenidas en la 

secuencia líder de ARNm (Cap. 4, Fig. 8), puedan tener en estos resultados 

aparentemente contradictorios. Dentro de nuestro estudio, conviene 

destacar que una fusión transcripcional a ‘lacZ presentó inducción por ERs 

(Cap. 4, Fig. 3) y la misma fusión a gfp presentó actividad en la rizosfera 

(Cap. 4, Fig. 1). Si bien no se han identificado en los ERs la señal/es 

responsable/s de la inducción de la transcripción, el efecto positivo del 

benzoato (mat. sup. Fig. 24S) sugiere la posibilidad de que los compuestos 

aromáticos presentes en los exudados (Kovacs, 1971; Kamath et al., 2004; 

Neumann y Römheld, 2007 y referencias citadas en éste) sean los 

responsables de la activación transcripcional. En la rizosfera se pueden 

encontrar de forma habitual condiciones de estrés acídico y osmótico (Miller 

y Wood, 1996; Brimecombe et al, 2007; y referencias citadas en éstos). En 

ambas situaciones de estrés se incrementan los niveles del factor de 

transcripción alternativo RpoS (σ38) (Venturi, 2003; Klauck et al., 2007; y 

referencias citadas en éste). Esto podría explicar que la dependencia de σ38 

que presenta rup4959 (Cap. 4, Fig. 4) tenga efecto bajo condiciones 

distintas a la fase estacionaria (Cap. 1, Tabla 1; Cap. 4, Fig. 1). Otra 

 157



Discusión general 

situación en que se activa la transcripción de rup4959 es en microaerobiosis 

(Cap. 4, Fig. 5-6; mat. sup., Fig. 23S), una circunstancia que resulta 

habitual en la rizosfera (Hawkes et al., 2007).  

El hecho de que los fenotipos relacionados con los niveles elevados de 

di-GMPc no se establecieran hasta que no se alcanzara la fase estacionaria 

de crecimiento, incluso cuando la expresión de rup4959 estaba 

condicionada a la presencia de arabinosa y liberada de su dependencia de 

RpoS (Cap. 4, Fig. 15), constituye una evidencia fuerte de que el 

establecimiento de estos fenotipos requiere de una señal de QS. Los 

procesos de QS son frecuentes en la rizosfera debido a las altas densidades 

celulares que pueden llegan a alcanzarse (Steidle et al., 2001; Gantner et 

al., 2006; Wei y Zhang, 2006).  

Además de la evidencia directa obtenida de la fusión de su promotor a 

gfp, las consideraciones anteriores en cuanto a expresión génica son 

compatibles con la expresión de rup4959 en la rizosfera. Sin embargo, 

varios mutantes Rup4959 presentan la misma eficiencia colonizadora que la 

cepa silvestre (mat. sup. Fig. 25-26S), a excepción del Rup4959ΩTc (mat. 

sup. Fig. 27S). Con el objetivo de identificar posibles funciones que 

estuvieran alteradas en la cepa mutante, se llevaron a cabo dos análisis 

genómicos en comparación con la silvestre, uno en LB y otro en la rizosfera. 

El hecho de que las diferencias transcripcionales afectara a más genes en la 

rizosfera sería compatible con que este regulador de  respuesta se 

encuentre activo en este hábitat. Gracias a la redundancia de proteínas con 

dominios DGC y PDE en KT2440, y a semejanza de lo que ocurre en otras γ-

proteobacterias, sería posible que más de una proteína pudiera estar 

regulando el mismo proceso metabólico aunque bajo condiciones 

ambientales diferentes. Así, en ausencia de Rup4959, su actividad 

enzimática podría ser reemplazada por la de otra DGC, de modo que no se 

observarían alteraciones fenotípicas en la rizosfera. Algo similar había sido 

propuesto anteriormente en S. enteritidis 3934 (García et al., 2004) y ha 

sido confirmado recientemente, de tal modo que en un mutante nulo en 

todas sus proteínas con dominios GGDEF, distintas proteínas con dominios 

GGDEF pueden restaurar un mismo fenotipo (Solano et al., 2009). 

A juzgar por los niveles indetectables de di-GMPc tanto en la cepa 

silvestre como en el mutante Rup4959Km, es probable que la contribución 
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de Rup4959 al “pool” de di-GMPc global no sea importante, y que de ahí se 

derive el requerimiento de la sobreexpresión del gen rup4959 para la 

observación de alteraciones fenotípicas en relación a esta proteína. Estas 

alteraciones, como resultado de la elevación de los niveles de di-GMPc, 

pueden no ser representativas de los fenotipos regulados por este gen a 

niveles fisiológicos del segundo mensajero. Un ejemplo de esto se ha 

observado con la sobreexpresión de AdrA, que aumenta la concentración 

intracelular de di-GMPc en S. typhimurium (Simm et al., 2004). Este 

incremento en los niveles del segundo mensajero origina la aparición de un 

fenotipo pleiotrópico caracterizado por la activación de la síntesis de 

celulosa, formación de BPs, agregación celular e inhibición del movimiento 

tipo “swimming” y “swarming” (Simm et al., 2004). En cambio, a niveles 

fisiológicos de di-GMPc, la actividad DGC de AdrA parece ser bastante 

específica sobre la regulación de la síntesis de celulosa (Kader et al., 2006) 

y la formación de BPs (García et al., 2004).  

En el momento de la finalización de esta Tesis Doctoral, los estudios 

relacionados con el papel del di-GMPc en la interacción planta-bacteria eran 

escasos y estaban principalmente focalizados en los procesos de virulencia 

del fitopatógeno Xcc (Dow et al., 2006; He y Zhang, 2008; y referencias 

citadas en éstos). En general, la disminución de los niveles intracelulares de 

di-GMPc a través del dominio HD-GYP de la proteína RpfG implica un 

incremento en factores de virulencia tales como enzimas extracelulares y 

EPS (Dow et al., 2003; Ryan et al., 2006). Además, la inactivación de 

proteínas con dominios PilZ disminuye la virulencia de Xcc (McCarthy et al., 

2008). Otro ejemplo lo constituye el regulador PigX de Serratia sp. ATCC 

39006, una proteína dual GGDEF/EAL cuyo mutante presenta mayor 

actividad pectinasa y con ella mayor virulencia (Fineran et al., 2007). Fuera 

del ámbito de la patogénesis, cuando Aeromonas veronii presenta niveles 

elevados de di-GMPc, se ha observado una mayor adhesión a la superficie 

de la planta acuática L. minor (Rahman et al., 2007).   

En lo que respecta a interacciones beneficiosas en la rizosfera, los 

estudios que implican di-GMPc son escasos. Recientemente, mediante el 

empleo de la tecnología IVET en la rizosfera, se han identificado varios 

genes que codifican proteínas con dominios GGDEF/EAL en P. fluorescens 

SBW25 (Silby et al., 2009). En esta cepa, la proteína WspR presenta 
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actividad DGC (Malone et al., 2007) y mutantes wspR son defectivos en 

síntesis de celulosa (Spiers et al., 2003), formación de biopelículas en 

superficies abióticas (Spiers et al., 2003) y no presentan morfología de 

colonia rugosa (Spiers et al., 2002). Su ortólogo en P. fluorescens F113 se 

ha relacionado con represión de la motilidad, al presentar un mutante wspR 

mayor motilidad de tipo “swarming” y “swimming” que el silvestre (Navazo 

et al., 2009).  

El efecto global del RR Rup4959 sobre la expresión génica de P. putida 

KT2440 constituye, hasta donde conocemos, el primer estudio que analiza 

el papel del di-GMPc en la rizosfera (Matilla et al., 2007a; Cap. 4). Muchos 

aspectos quedan abiertos en esta Tesis con respecto a rup4959, tales como 

el análisis del probable control postranscripcional de la expresión génica. 

Asimismo se desconocen los elementos que intervienen en la vía de 

transducción de señal en que interviene este RR. Desconocemos si su 

fosforilación está mediada por alguna quinasa o si, por el contrario, el “pool” 

de donadores de fosfato intracelulares podrían llevar a cabo dicha 

fosforilación, como se ha propuesto para otros RR huérfanos de quinasas 

(Wolfe et al., 2005). Otro aspecto interesante es el relacionado con la 

identificación del ligando del dominio PAS. Finalmente, la purificación de la 

proteína Rup4959 permitirá determinar si el dominio EAL presenta actividad 

PDE. Aunque dicho dominio muestra un alto grado de conservación con 

respecto a la secuencia consenso (Marchler-Bauer et al., 2009), al analizar 

la secuencia del dominio EAL de Rup4959 se observó la ausencia de uno de 

los seis residuos que se han descrito como esenciales para la actividad PDE 

de la proteína modelo RocR de P. aeruginosa (Rao et al., 2008). Además, en 

cuanto al “loop 6”, un motivo conservado en las proteínas EAL que 

presentan actividad PDE (Schmidt et al., 2005; Rao et al., 2008) y que 

juega un papel importante en la unión de di-GMPc y en catálisis (Rao et al., 

2009), dos de los ocho residuos están degenerados en Rup4959 (mat. sup., 

Fig. 28S). Sin embargo, el domino EAL de Rup4959 presenta íntegros los 

residuos de unión a di-GMPc, por lo que Rup4959, a pesar de que 

previsiblemente no presente actividad PDE, todavía podría unir el segundo 

mensajero y regular alostéricamente la actividad DGC de la proteína. La 

capacidad de unir di-GMPc se ha demostrado en varias proteínas que 

presentan dominios EAL enzimáticamente inactivos (Rao et al., 2008; 
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Newell et al., 2009; Tschowri et al., 2009). La unión de di-GMPc a estas 

proteínas regula la formación de BPs (Rao et al., 2008; Newell et al., 2009; 

Tschowri et al., 2009) y la motilidad bacteriana (Huang et al., 2003). En 

este punto, conviene destacar que la elevación de los niveles intracelulares 

de di-GMPc, debido a la sobreexpresión de Rup4959, tiene un efecto 

inhibitorio sobre la transcripción de rup4959 (mat. sup., Fig. 29S), 

sugiriendo una posible autorregulación de la expresión génica. El estudio de 

esta autorregulación, junto con la confirmación de la unión del dominio EAL 

al di-GMPc, es un objetivo que permanece abierto al término de esta Tesis. 

Además, desconocemos cuál es el papel que puede desempeñar este 

regulador en la biología de P. putida KT2440 en la rizosfera, aunque del 

análisis genómico se desprende que no parece estar relacionado con 

motilidad. Sin embargo, nuestro estudio ha permitido caracterizar las 

alteraciones fenotípicas que aparecen en condiciones de altos niveles de di-

GMPc en P. putida. Dichas alteraciones no están mediadas por la síntesis del 

EPS celulosa, a diferencia de lo que acontece con P. fluorescens (Malone et 

al., 2007) y S. enterica (Simm et al., 2004). En KT2440, los LPS y otro EPS 

aún por caracterizar, aunque específico de especie, son dianas en este 

sistema de transducción. 
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La aparición de las figuras en esta discusión responde a su mención en la 

discusión general de esta Tesis Doctoral. Además, en este material 
suplementario también se incluyen figuras que no se mencionan en la 
discusión general. 
 
ANEXO AL CAPÍTULO 1 
 

 
Figura 1S. Cinética de colonización de P. putida KT2440 en la rizosfera de plantas 
de maíz. Se muestra el número total de UFC en la rizosfera de plantas de maíz (A) 
o en relación al peso de la raíz (B), correlacionado con el ARN total extraído, antes 
(símbolos cerrados) y después (símbolos abiertos) de limpiarlo empleando las 
columnas RNeasy (Qiagen). Los gráficos muestran la media y la desviación 
estándar de seis plantas. 
 
 
 

 
Figura 2S. Eficiencia colonizadora de la rizosfera por diferentes 
mutantes de P. putida KT2440 en competición con la cepa silvestre 
KT2440RTn7-Sm. Las cepas se inocularon en la misma proporción 
(50% ± 2%). Doce días tras la inoculación de la semilla, las 
bacterias se recuperaron de la rizosfera y se contabilizaron las 
UFC. Cada histograma corresponde a la media y al error estándar 
de seis plantas.  
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Tabla 1S. Genes inducidos transcripcionalmente en la rizosfera de Zea mays. 
Genes rup (rhizospehere up-regulated) Riz/exp Riz/Estac Riz/Microcosm

PP0110 cyoE-1-protoheme IX farnesyltransferase 13.2 51.5 10.2 

PP0196 -ABC transporter ATP-binding protein putative 2.4 6.7 3.7 

PP0326 soxG-sarcosine oxidase gamma subunit 4.8 7.9 5.8 

PP0373 -Pmp3 family protein 8.1 8.4 8 

PP0374 -hypothetical protein 5.8 6.9 3.3 

PP0433 -HesB/YadR/YfhF family protein 2.9 4.2 2.4 

PP0670 -transporter bile acid/Na+ symporter family 5.7 11.1 3.7 

PP0700 -transmembrane sensor putative 21.9 50.4 26.2 

PP0906 -multidrug efflux RND transporter putative 3.5 8.5 2.6 

PP1066 -sigma-54 dependent response regulator 13 41.9 10.1 

PP1123 -conserved hypothetical protein 3.6 8.2 3.4 

PP1124 -conserved hypothetical protein 11.7 14.4 8.3 

PP1271 -multidrug efflux MFS transporter putative 11.3 25.6 18.1 

PP1403 bglX-periplasmic beta-glucosidase 2.5 2.9 2.5 

PP1406 -hypothetical protein 9.5 20.1 19.8 

PP1476 -conserved hypothetical protein 17.3 76.2 29 

PP1691 -conserved hypothetical protein 4.5 11.4 3.5 

PP1874 -glutathione peroxidase 4.3 7.9 5.4 

PP2044 -conserved hypothetical protein 5.1 11.1 3.4 

PP2127 -sensor histidine kinase 31.8 14.1 17.3 

PP2153 -conserved hypothetical protein 8.3 7.2 11.2 

PP2155 lolD-lipoprotein releasing system ATP-binding protein 4 2.4 5.2 

PP2376 cti-esterified fatty acid cis/trans isomerase 2.4 3.6 2.3 

PP2385 azlC-branched-chain amino acid transport protein AzlC 4 4.1 3.2 

PP2447 -conserved hypothetical protein 8 8.8 8.7 

PP2560 -transport protein HasD putative 23.3 60 9 

PP2562 -conserved hypothetical protein 3.3 4.7 3.3 

PP2565 -helicase putative 5.5 12.6 5.1 

PP2666 -hypothetical protein 13.2 5.2 11.7 

PP2669 -outer membrane protein putative 9.5 11.6 4.7 

PP2746 -conserved hypothetical protein 11.7 21.9 9.9 

PP2798 -oxidoreductase putative 15.8 50.1 26.1 

PP2817 mexC-multidrug efflux RND membrane fusion protein MexC 3.8 6 2.2 

PP2847 ureJ-urease accessory protein UreJ 22.9 29.6 21.9 

PP2984 -hypothetical protein 12.5 8.3 3.6 

PP2999 -glyoxalase family protein 14.3 19.2 7.9 

PP3105 -hypothetical protein 7.9 7.6 4.8 

PP3132 -polysaccharide transporter putative 3.1 3.9 2.6 

PP3146 -oxidoreductase putative 12.6 11.2 10.7 

PP3169 -conserved hypothetical protein 3.5 6.1 6.1 

PP3183 -SCO1/SenC family protein/cytochrome c 2.9 5 3 

PP3184 -hypothetical protein 6.6 3.9 3.9 

PP3210 -ABC transporter permease protein 3.4 4.3 3.9 
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Genes rup (rhizospehere up-regulated) Riz/exp Riz/Estac Riz/Microcosm

PP3223 -ABC transporter periplasmic binding protein 36.9 25.4 66.4 

PP3281 -phenylacetic acid degradation protein PaaI putative 6.2 8.1 8.6 

PP3352 -arylsulfatase putative 36.5 17.6 49.4 

PP3499 -ISPpu14 transposase Orf1 23.6 34.7 10.6 

PP3535 ggt-1-gamma-glutamyltransferase 2.2 2.2 2.1 

PP3547 -oxidoreductase short chain dehydrogenase/reductase family 22.5 9.9 36.3 

PP3583 -RND efflux transporter permease protein 2.7 4.2 3 

PP3640 -transcriptional regulator AraC family 19.7 28.9 10.3 

PP3746 glcE-glycolate oxidase subunit GlcE 3.6 3.4 3.6 

PP3770 -conserved hypothetical protein 4.3 13.2 15.7 

PP3786 -aminotransferase 5.3 4.3 2.1 

PP3802 -cation ABC transporter ATP-binding protein putative 13.8 20.1 5.2 

PP3805 -conserved hypothetical protein 21.7 35.3 15.7 

PP3923 -phosphoglycerate mutase family protein 4.5 4.3 2.8 

PP3966 -ISPpu14 transposase Orf1 17.3 11.4 8.1 

PP3979 -ISPpu14 transposase Orf1 39.8 17.1 7.1 

PP4295 -transcriptional regulator TetR family 8.9 8.7 6 

PP4305 -periplasmic thiosulfate-binding protein 3.2 3.8 2.7 

PP4331 -conserved hypothetical protein 4.9 5.6 4.5 

PP4359 fliL-flagellar protein FliL 4 4.6 2.8 

PP4391 flgB-flagellar basal-body rod protein FlgB 3 5.2 5.2 

PP4437 -ISPpu14 transposase Orf1 5.8 3.8 3.5 

PP4441 -ISPpu14 transposase Orf1 14.1 11.4 4.3 

PP4483 -basic amino acid ABC transporter ATP-binding protein 3.5 4.6 2.6 

PP4508 -transcriptional regulator AraC family 3.2 2.7 3.2 

PP4529 -conserved hypothetical protein 4.7 4.7 3.6 

PP4556 -conserved hypothetical protein 7.4 2.7 2.7 

PP4588 -nitroreductase family protein 2.6 2.3 3.3 

PP4704 -conserved hypothetical protein 15.9 7.9 4.6 

PP4782 thiD-phosphomethylpyrimidine kinase 8.5 5.8 5.5 

PP4872 -conserved hypothetical protein 5.4 9.7 5.8 

PP4959 -sensory box protein/response regulator 14.7 5.1 9.4 

PP4987 -chemotaxis protein putative 6.4 7.3 4.4 

PP5076 gltB-glutamate synthase large subunit 3.4 5.5 2.1 

PP5152 -conserved hypothetical protein 3.8 4.5 2.2 

PP5160 -conserved hypothetical protein 2.5 2.4 4.7 
PP5197 ubiF-2-octaprenyl-3-methyl-6-methoxy-1 4-benzoquinol 
hydroxylase 6.9 3.5 5.8 

PP5297 -amino acid transporter putative 6.6 8.8 6.7 

PP5321 phoR-sensory box histidine kinase PhoR 10.5 9.1 9.7 

hypothetical protein-pWW0 14385-16067 29 30.5 11.3 

hypothetical protein-pWW0 25062-25484 3.1 4.1 2.4 

hypotheticalprotein-pWW0 11798-12166 5.3 7 3.9 

hypotheticalprotein-pWW0 c10663-10361 3.6 4.8 3.8 
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Genes rup (rhizospehere up-regulated) Riz/exp Riz/Estac Riz/Microcosm

hypotheticalprotein-pWW0 c66769-66416 7.3 23.8 18 

putative cointegrate resolution protein T-pWW0 c30461-29463 4.9 4.6 2.1 

putative ligase-pWW0 7172-8122 20.7 38.4 43.3 

xylR-pWW0 2.6 3.9 4.2 
Se muestran los genes inducidos en la rizosfera con respecto a las tres 
condiciones experimentales control. Todos los genes presentan un nivel de 
inducción superior a dos y un valor P (p-value) menor a 0,05. 
 
 
 

 
Figura 3S. Adhesión de P. putida KT2440 y diferentes mutantes a semillas de maíz. 
Los ensayos se realizaron de acuerdo con Espinosa-Urgel y Ramos (2004). Cada 
histograma corresponde a la media y a la desviación estándar de tres semillas. 
 
 
 

 
Figura 4S. Organización genética del cluster PP2558-PP2560 y del gen PP2561. Los 
números en cursiva indican las distancias intergénicas en pares de bases. Se 
muestran los dominios peroxidada y de unión a calcio (barras negras) presentes en 
la proteína PP2561, derivados de la base de datos Pfam (Finn et al., 2008). La 
anotación de estos loci, según la base de datos TIGR, es la siguiente: PP2558, 
“outer membrane efflux protein, putative”; PP2559, “metalloprotease secretion 
protein”; PP2560, “transport protein HasD, putative”; PP2561, “secreted hemolysin-
type calcium-binding bacteriocin, putative”. 
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Fig. 5S. Colonización radicular 
de plantas de maíz por P. 
putida KT2440. Semillas 
estériles de maíz se inocularon 
con KT2440. Después de diez 
días, 1 cm del ápice radicular 
se fijó y lavó como se describe 
en esta sección. Se muestra 
una fotografía de microscopía 
electrónica de barrido 
(aumento 6000 x). 
 

 
 

 
Figura 6S. Curva de crecimiento de P. putida KT2440 en arena 
de sílice (microcosmos). Cuarenta gramos de arena de sílice se 
inocularon con KT2440 a una densidad de 5x102 UFC/g. A la 
arena se le añadieron cuatro mililitros de solución nutritiva de 
plantas suplida con 15 mM de citrato sódico. El ARN utilizado 
en el control correspondiente en el análisis transcripcional se 
extrajo a partir de bacterias después de dieciocho horas de 
incubación en la cámara de plantas, tal y como se describe en 
el Capítulo 1 (Matilla et al., 2007a). 

 

 

PROTOCOLO 

Preparación de raíces para microscopio electrónico de barrido 

Se establecieron tres regiones en la raíz de plantas de maíz de 10 días, 
apical, media y alta de las que se obtuvieron muestras de 1 cm. Los fragmentos 
de raíz se fijaron con glutaraldehído 2.5% en una solución de cacodilato sódico 
(0,2 M pH 7,1) durante 2 h. A continuación se lavaron dos veces en la misma 
solución de cacodilato durante 30 minutos. La deshidratación tuvo lugar de 
forma progresiva mediante incubaciones de 20 minutos en soluciones de etanol 
al 10, 30, 50, 70, 90 y 100%. Las muestras se pueden conservar a 4ºC en 
etanol al 100%. 
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ANEXO AL CAPÍTULO 2 
 

 
Figura 7S. Desencadenamiento de ISR por un mutante rup frente a P. syringae pv 
tomate DC3000 en plantas de A. thaliana Col-0. El protocolo experimental y el 
análisis estadístico están descritos en la leyenda de la figura 1 del Capítulo 2. Para 
el tratamiento, el sustrato se inoculó a una densidad final de 5x107 UFC/g (gris 
claro) y 5x103 UFC/g (gris oscuro) con la cepa silvestre KT2440R (liso) y el 
mutante PP4988 (punteado). Dichos tratamientos se compararon con las plantas 
control sin inocular (blanco). El mutante PP4988 deriva de KT2440R y presenta el 
gen marcador de resistencia a Km del miniTn5 (Matilla et al., 2007a).  

 
 

 
Figura 8S. Detección de cantidades traza del compuesto con relación masa/carga 
(m/z) 163 en exudados de plantas de Arabidopsis. La incubación de P. putida 
KT2440, de A. thaliana Col-0 y de plantas en presencia de bacterias, así como la 
preparación de las muestras y las condiciones de HPLC y espectrometría de masas 
se han descrito en el Capítulo 2. En el eje de ordenadas principal se muestran los 
cromatogramas de HPLC correspondientes al sobrenadante de un cultivo de KT2440 
en medio MS (azul), de exudados de plantas control (negro) y de exudados de 
plantas en presencia de KT2440 (rojo). En el eje de ordenadas secundario se 
representa el cromatograma de masas para la relación m/z = 164 (ionización 
positiva) de muestras procedentes de exudados de plantas control (gris). Con un 
óvalo se indica el solapamiento existente entre el pico de HPLC y el TIC (del inglés, 
“Total Ion Chromatogram”).  
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          Figura 9S. Espectro de absorción del compuesto con relación carga/masa 163. 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO AL CAPÍTULO 3 
 
 
 

 
Figura 10S. Motilidad tipo “swimming” de P. putida KT2440 y de diferentes 
mutantes. Un volumen de dos microlitros de un cultivo de KT2440R (A), un 
mutante pilD (B) y un mutante fliC (C) en fase estacionaria, se ajustaron a DO660 

nm= 1 y se inocularon en medio LB con agar al 0,3% (peso/volumen). Las 
fotografías se tomaron después de 48 h de incubación a 30 ºC y son 
representativas de tres réplicas biológicas. 
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Figura 11S. P. putida KT2440 con movimiento tipo “swarming” 
activo carece de fase de latencia. Para la inoculación en A se 
empleó un inóculo precedente de una placa de KT2440 con 
“swarming” activo, mientras que en B se partió de 2,5 μL de un 
cultivo en LB en fase estacionaria de crecimiento. El medio en las 
placas fue PG-agar (0,5%, peso/volumen). Las fotografías se 
tomaron después de 24 h de incubación a 25 ºC y son 
representativas de dos réplicas biológicas y tres experimentos 
independientes.  
 

 
 
 

 
Figura 12S. Implicación de los LPS en la motilidad tipo “swarming” 
de P. putida KT2440. Un volumen de 2,5 μL de un cultivo en LB de 
las estirpes de P. putida indicadas, en fase estacionaria, se inoculó 
en medio PG-agar al 0,5% (peso/volumen). Las fotografías se 
tomaron después de 52 h de incubación a 25 ºC y son 
representativas de dos réplicas biológicas y tres experimentos 
independientes. 
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Figura 13S. Perfil de LPS de P. putida 
KT2440 a diferentes temperaturas. 
Cultivos líquidos en LB de KT2440 se 
incubaron a 20 ºC (A), 25 ºC (B) y 30 ºC 
(C). La extracción de LPS se realizó a 
partir de 1 mL de cultivo en fase 
exponencial de crecimiento (DO660 nm= 
0,5-0,6) siguiendo el método descrito por 
Hitchcock y Brown (1983). Las muestras 
se ajustaron según su contenido en 
proteínas (Lowry, 1951). Los extractos 
celulares tratados con proteinasa K se 
separaron  electroforéticamente en geles 
desnaturalizantes de poliacrilamida (14%, 
peso/volumen). El revelado del gel se 
realizó empleando la tinción de planta 
específica para LPS descrita por Hitchcock 
y Brown (1983) con modificaciones (ver 
en  esta sección). 
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Figura 14S. Fenotipo en la rizosfera de cepas mutantes afectadas en motilidad tipo 
“swarming” en competición con la cepa silvestre KT2440RTn7-Sm. La esterilización 
e inoculación de las semillas de maíz se realizó según se ha descrito en el Capítulo 
1 (Matilla et al., 2007a). Las bacterias se recuperaron de la rizosfera y se 
contabilizaron mediante “drop-plating” doce días después de la inoculación 
siguiendo el protocolo descrito en el Capítulo 1. Para la cuantificación de las UFC en 
el ápice radicular, se cortó un fragmento de 2-3 mm del ápice correspondiente a la 
raíz principal de la planta y se extrajeron las bacterias mediante agitación con 
perlitas de vidrio. Los gráficos representan la media y el error estándar de seis 
plantas.  
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Figura 15S. Adhesión de P. putida KT2440 y mutantes defectivos 
en motilidad tipo “swarming” a semillas de maíz. Los ensayos se 
realizaron de acuerdo con Espinosa-Urgel y Ramos (2004). Cada 
histograma corresponde a la media y a la desviación estándar de 
tres semillas. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 16S. Implicación de los LPS en la motilidad tipo 
“swimming” de P. putida KT2440. Un volumen de dos microlitros 
de un cultivo de KT2440R (A), un mutante wbpW (B) y un 
mutante wbpL (C) en fase estacionaria, se ajustaron a DO660 nm= 
1 y se inocularon en medio LB con agar al 0,3% (peso/volumen). 
Las fotografías se tomaron después de 36 h de incubación a 30 
ºC y son representativas de tres réplicas biológicas. 
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Figura 17S. Concentraciones crecientes de un quelante de hierro inhiben el 
movimiento  tipo “swarming” en P. putida KT2440. Un inóculo procedente de 
una placa de KT2440 con “swarming” activo se inoculó en medio PG con 
agar al 0,5% (peso/volumen) suplido con 2,2´-bipiridina (mM; Sigma-
Aldrich, número de catálogo 07-5990) a las concentraciones indicadas. Las 
fotografías se tomaron después de 24 h de incubación a 25 ºC y son 
representativas de dos réplicas biológicas y tres experimentos 
independientes.  
 

 

 
Figura 18S. Efecto del citrato férrico sobre la motilidad tipo “swarming” de P. 
putida KT2440 y los mutantes ppsD y fpvA. Un volumen de 2,5 μL de un cultivo 
en LB, en fase estacionaria, se inoculó en medio PG con agar al 0,5% 
(peso/volumen). El medio PG-agar se suplió con las concentraciones indicadas de 
citrato férrico (µM). Las fotografías se tomaron después de 55 h de incubación a 
25 ºC y son representativas de dos réplicas biológicas y tres experimentos 
independientes.  
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Figura 19S. Concentraciones de agar crecientes inhiben la motilidad tipo 
“swarming” en P. putida KT2440. El inóculo tuvo lugar a partir de una placa de 
KT2440 con movimiento “swarming” activo y se realizó en medio PG conteniendo 
las concentraciones de agar indicadas (%, peso/volumen). Las fotografías se 
tomaron después de 24 h de incubación a 25ºC y son representativas de dos 
réplicas biológicas y tres experimentos independientes. 
 
 
PROTOCOLOS 
 
● Purificación de pioverdina 

La purificación del sideróforo se realizó empleando el método descrito por 

Lemanceau y colaboradores (1993). P. putida KT2440 se cultivó durante cuatro 

días a 28 ºC en medio succinato (Meyer y Abdallah, 1978). El sobrenadante de 

este cultivo se liofilizó y un liófilo equivalente a dos litros de cultivo se 

resuspendió en 100 mL de agua ultrapura y se ajustó a pH 7 con ácido 

clorhídrico. Para la precipitación de la pioverdina, la solución  resultante se 

saturó añadiendo 72 g de sulfato amónico. Esta solución se mantuvo 16 h en 

agitación a 4 ºC y posteriormente se centrifugó a esta temperatura durante 20 

minutos a 8000 rpm. El sobrenadante se filtró dos veces utilizando papel 

“Whatman” número 1. Una vez filtrado, se llevaron a cabo 2-3 extracciones con 

fenol-cloroformo (1:1, peso/volumen). Las fases orgánicas resultantes se 

reunieron en un embudo de decantación a las que se añadieron 10 mL de agua 

ultrapura y 2,5 volúmenes de dietil éter. La mezcla se agitó vigorosamente y, 

tras la separación de fases, se conservó la fase acuosa que contenía la 

pioverdina. El proceso se repitió varias veces, añadiendo 5 mL de agua 

ultrapura de forma sucesiva. La solución así obtenida se liofilizó para proceder a 

su concentración y posteriormente se eliminaron impurezas con una columna 

de Sephadex G-25 (PD-10 “Desalting columns”, Amersham Biosciences, 

número de catálogo 17-0851-01), siguiendo las instrucciones del fabricante.  La 

concentración del sideróforo en solución se estimó utilizando el coeficiente de 

extinción molar (ε400 nm, pH 7) de la pioverdina producida por P. putida BTP16 

(18500 M-1 cm-1) (Jacques et al., 2003). La pioverdina así obtenida con una 

pureza estimada del 95% se conservó liofilizada.  
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● Preparación de LPS y electroforesis 

Para la preparación de LPS se siguió básicamente el método descrito por 

Hitchcock y Brown (1983). Un mililitro de un cultivo de células de P. putida en 

fase de crecimiento exponencial (DO660nm entre 0,5 y 0,6) se recogió por 

centrifugación a 17.000 x g durante 1 min. Tras lavar el sedimento celular 1 

vez con PBS, se resuspendió en 80 µL de tampón de muestra de Laemmli 

modificado (SDS, 2% [peso/volumen]; ß-mercaptoetanol, 4% 

[volumen/volumen]; glicerol, 10% [volumen/volumen]; azul de bromofenol, 

0,1 mg/mL; Tris-HCl, 1M pH 6,8). Las muestras se solubilizaron calentando 

durante 20 min a 95°C, y después se enfriaron en hielo. A cada muestra, se le 

añadió 20 µL de una solución de proteinasa K (2,5 mg/mL en tampón de 

muestra modificado), y se incubaron durante 2 horas a 60 °C. Después, las 

muestras se calentaron 5 min a 95 °C y se enfriaron en hielo. Los restos 

celulares de mayor tamaño se eliminaron centrifugando a 17.000 x g durante 3 

min. Para el análisis electroforético se utilizaron 5 µL del sobrenadante. En la 

electroforesis, se utilizó un gel separador con 14% (peso/volumen) de 

poliacrilamida.  

 
Tinción de plata específica para LPS 

La tinción de plata para LPS se realizó según el método descrito por 

Hitchcock y Brown (1983), aunque con algunas modificaciones. Todas las 

incubaciones indicadas abajo se realizaron con agitación suave y a temperatura 

ambiente.  

Tras la electroforesis, el gel se incubó durante toda una noche en una 

solución de fijación que contenía isopropanol 25% (volumen/volumen) y ácido 

acético 7% (volumen/volumen). Después, se sumergió durante 5 min en 

solución de oxidación recién preparada (1,05 g de ácido peryódico, 150 mL de 

agua destilada y 4 mL de la solución de fijación anterior). A continuación, el gel 

se lavó exhaustivamente 3 veces en 200 mL de agua destilada, durante 15 min 

cada vez, y después se sumergió durante 10 min en una solución de tinción 

(preparada como se indica más abajo). El gel se lavó nuevamente, al menos 

4 veces en 200 mL de agua destilada, durante 15 min cada vez, y se sumergió 

posteriormente durante 10-20 min en una solución reveladora recién preparada 

(50 mg/L de ácido cítrico y 0,0185% [volumen/volumen] de formaldehído). 

Esta solución se debe usar a 25 °C, porque si se usa por debajo de esta 
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temperatura podrían revelarse las proteínas resistentes al tratamiento con 

proteinasa K que pudiese haber en el gel. El revelado se paró sumergiendo el 

gel en una solución de ácido acético al 5% (volumen/volumen) durante 15 min. 

Finalmente, el gel se lavó varias veces con agua destilada.  

Para la preparación de la solución de tinción (ésta se preparó justo antes 

de usar y se protegió de la luz), se mezclaron 28 mL de NaOH 0,1 N con 1 mL 

de NH4OH al 29,4% (volumen/volumen) y 115 mL de agua destilada. A esta 

mezcla en agitación, se le añadió muy lentamente, para prevenir la formación 

de precipitados, AgNO3 20% (peso/volumen) (aproximadamente 5 mL) hasta 

que la solución comenzó a saturarse. Entonces se le añadieron unas gotas de 

NH4OH al 29,4% (volumen/volumen) hasta que la solución se aclaró por 

completo. Es fundamental que el NH4OH concentrado esté en buen estado para 

obtener una tinción preferencial de los LPS. 

 

 

 

 

 

ANEXO AL CAPÍTULO 4 

 

 

 
Figura 20S. Concentraciones intracelulares elevadas de di-GMPc afectan negativamente 
la colonización del ápice radicular de plantas de maíz. Semillas estériles de maíz se 
inocularon con P. putida KT2440 (pMAMV1) (A) y P. putida KT2440 (B). Después de diez 
días, 1 cm del ápice radicular se fijó y lavó como se describe en la leyenda de la figura 5S. 
Se muestran fotografías de microscopía electrónica de barrido (aumento 2000 x). 
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Figura 21S. Residuos críticos en los motivos conservados en proteínas con dominios 
GGDEF. Las secuencias aminoacídicas de los dominios GGDEF de distintas proteínas 
se alinearon usando el programa “ClustalW2” (EBI). Los residuos coloreados 
intervienen en la unión a nucleótidos (di-GMPc y GTP). Se muestran también los 
residuos implicados en la unión a magnesio (*) y GTP (●). Se ha demostrado 
actividad DGC en las proteínas PleD (Paul et al., 2004), WspR (Hickman et al., 
2005) y AdrA (Simm et al., 2004) y ScrC (Ferreira et al., 2008). FimX carece de 
actividad DGC (Kazmierczak et al., 2006). Inspirado en Navarro y colaboradores 
(2009). 
 

 

 
 

 
 
Figura 22S. Caracterización fenotípica de P. putida KT2440 y diferentes cepas 
mutantes, todas portadoras del plásmido pMAMV1. Las fotografías ilustran la tabla 
2 del Capítulo 4. A, formación de biopelículas en superficies abióticas (tubos de 
borosilicato); B, formación de biopelículas en la interfase líquido-aire en placas de 
seis pocillos de poliestireno; C, morfología de colonias rugosa. 
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Figura 23S. La transcripción del gen rup4959 disminuye con la aireación. KT2440 
(pMAMV12) se cultivó hasta DO600 nm= 1 en medio M9-citrato 15 mM. Tubos de 
borosilicato (150 x 20 mm) conteniendo 5 mL de cultivo se incubaron a diferentes 
inclinaciones con respecto al plano horizontal, formando un ángulo  α de 60º 
(punteado) ó 12º (gris oscuro). Alternativamente, 10 mL de cultivo a DO600 nm= 1 
se distribuyeron en matraces de 100 mL (blanco), 250 mL (gris claro) y 500 mL 
(negro). Todos los cultivos se incubaron en agitación orbital a 200 rpm. La actividad 
β-galactosidasa se midió después de 5 h de incubación. El gráfico muestra la media 
de tres experimentos con dos réplicas biológicas y la desviación estándar.   
 
 
 
 
 
 

 
Figura 24S. Inducción por benzoato de la 
transcripción del gen rup4959. P. putida 
KT2440 (pMAMV12) se cultivó en medio 
M9-citrato 15 mM. Cuando el cultivo 
alcanzó una  DO600 nm= 1, se añadió 
benzoato (punteado) ó 3 metil-benzoato 
(gris), a una concentración final de 1 
mM. El cultivo control se suplió con el 
volumen correspondiente de 1x M9 
(blanco). La actividad β-galactosidasa se 
midió después de 5 h de incubación en 
agitación (200 rpm). El gráfico muestra 
la media de tres experimentos con dos 
réplicas biológicas. Las barras de error 
indican la desviación estándar.  
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Figura 25S. Fenotipo en la rizosfera de diferentes mutantes del operón 
rup4959-4957 en competición con la cepa silvestre KT2440RTn7-Sm. La 
esterilización e inoculación de las semillas y la recuperación de las 
bacterias de la rizosfera se realizó según se ha descrito en el Capítulo 1. 
Los gráficos muestran la eficiencia colonizadora de los mutantes 
Rup4959ΩKm (A), PP4957 (B), PP4958 (C) y el doble mutante PP4958-
4957 (D). Los histogramas representan la media y el error estándar de 
seis plantas.   

 
 

 
Figura 26S. Eficiencia colonizadora del ápice radicular por cepas mutantes en 
Rup4959. La esterilización de las semillas se maíz se realizó según se ha descrito 
en el Capítulo 1 (Matilla et al., 2007a). Dichas semillas se inoculación con 
Rup4959ΩKm (A) y Rup4959Km (B) en competición con la cepa silvestre 
KT2440RTn7-Sm. La recuperación de las bacterias de los ápices radiculares se 
realizó según se ha descrito en la leyenda de la figura 13S. Los gráficos 
representan la media y el error estándar de seis plantas.  
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Figura 27S. Fenotipo en la 
rizosfera del mutante 
Rup4959ΩTc en competición con 
la cepa silvestre KT2440RTn7-Sm. 
La esterilización e inoculación de 
las semillas y la recuperación de 
las bacterias de la rizosfera se 
realizó según se ha descrito en el 
capítulo 1. Los histogramas 
representan la media y el error 
estándar de seis plantas.   
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
Figura 28S. Residuos conservados en diferentes proteínas con dominios EAL. Las 
secuencias aminoacídicas de los dominios EAL de distintas proteínas se alinearon 
usando “ClustalW2” (EBI). Los residuos coloreados resaltan aquellos aminoácidos 
implicados, directa o indirectamente, en la actividad PDE. En la figura se indican los 
residuos con un papel principal (●) y secundario (*) en la actividad catalítica. Se 
muestran también los residuos implicados en la unión del sustrato (●), unión de 
magnesio (■) y en la estabilización del “loop 6” (▲), cuya secuencia consenso es 
DFG(T/A)GYSS (Schmidt et al., 2005; Rao et al., 2008). Se ha demostrado 
actividad PDE en las proteínas VieA (Tamayo el al., 2005), RocR (Rao et al., 2008), 
CC3396 (Christen et al., 2005), BifA (Kuchma et al., 2007) y ScrC (Ferreira et al., 
2008). LapD carece de actividad enzimática (Newell et al., 2009) y FimX presenta 
muy baja actividad PDE (Rao et al., 2008). Inspirado en Römling (2009). 
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Figura 29S. Efecto de los niveles de di-GMPc sobre la 
transcripción del gen rup4959. KT2440 (pMIR155) 
(pMAMV12) se cultivó en medio mínimo M9-citrato 15 mM 
como fuente de carbono (negro), suplido con  0,05% de 
arabinosa (rojo) ó 0,1% (azul). A los tiempos indicados se 
midió el crecimiento (símbolos abiertos) y la actividad β-
galactosidasa (símbolos cerrados).  
 
 
 
 

 
Figura 30S. Floculación de P. putida 
KT2440 (pMAMV1) en diferentes 
medios de cultivo. Cultivos en LB (A), 
M9-glucosa 0,5% (peso/volumen) 
(B), M9-benzoato 10 mM (C) y M9-
citrato 15 mM (D) se diluyeron en el 
mismo medio hasta una DO600 nm= 
0,05 y se incubaron durante 16 h en 
agitación (200 rpm). Para obtener las 
fotografías, los tubos se mantuvieron 
en condiciones estáticas durante 
treinta minutos. En cada panel 
aparece KT2440 (pBBR1MCS-5) 
(izquierda) y KT2440 (pMAMV1) 
(derecha). E, Fotografía de 
microscopía óptica de un agregado 
celular de KT2440 (pMAMV1) formado 
en el cultivo de LB (aumento 400X). 
Fotografía tomada con una cámara 
Nikon CCD acoplada a un microscipio 
Zeiss Axioscope. 
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Figura 31S. Formación de biopelículas por P. putida KT2440 (pMAMV1) en la 
interfase líquido-aire en distintos medios de cultivo. Cultivos de 16 h se diluyeron a 
DO600 nm= 0,05 en el mismo medio. A,  LB; B, M9-benzoato 10 mM; C, M9-benzoato 
10 mM suplido con CAA 0,5% (peso/volumen); D, M9-citrato 15 mM; E, M9-citrato 
15 mM suplido con CAA 0,5% (peso/volumen); F, M9-glucosa 0,5% 
(peso/volumen); G, M9 con glucosa 0,5% (peso/volumen) suplido con CAA 0,5% 
(peso/volumen) (G). Cuatro mililitros de dichos cultivos se distribuyeron en placas 
de seis pocillos de poliestireno y se incubaron durante 24 h en agitación (100 rpm).  
 
 
 
 

 
Figura 32S. Un mutante Rup4959ΩKm está ligeramente retrasado en la formación 
de BPs en superficies abióticas. Cultivos de la cepa silvestre P. putida KT2440 
(negro) y del mutante (rojo) se ajustaron a DO660 nm= 0,05 en medio M9-glucosa 
0,5% (peso/volumen) suplido con CAA 0,5% (peso/volumen). Un mililitro de los 
cultivos se distribuyó en tubos de borosilicato que se incubaron en un agitador 
orbital a 40 rpm. A, La gráfica representa la media de tres réplicas biológicas por 
experimento, con la desviación estándar, de la cuantificación de las BPs usando 
cristal violeta según el método descrito por O´Toole y Kolter (1998); B, fotografías 
antes de la cuantificación. El gráfico y las fotografías son representativos de tres 
experimentos independientes. 
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Figura 33S. Los loci PP4958 y PP4957 forman parte de la misma unidad 
transcripcional que el gen rup4959. El ARN de P. putida KT2440 en fase 
estacionaria de crecimiento (DO600 nm= 3,3) se extrajo según se describe en la 
sección de materiales y métodos del Cap. 4. Para eliminar una posible 
contaminación con DNA, el ARN se trató con “Turbo DNA free“ (Ambion, referencia 
1907). Las reacciones de transcripción reversa y amplificación se realizaron 
empleando “Titan One Tube RT-PCR System”  (Roche, número de catálogo 
11855476001). A, Fragmento de ADNc amplificado mediante RT-PCR usando los 
oligonucléotidos correspondientes a los extremos 5´ de PP4957 (1; 5´-
CCTGCTGTTCGAACTCGCAGAC-3´) y 3´ de PP4858 (2; 5´-
CGCCTCGATCTGACGCATCG-3´); C, Fragmento de ADNc amplificado mediante RT-
PCR usando los oligonucléotidos correspondientes a los extremos 5´ de PP4958 (3; 
5´-CGATGCGTCAGATCGAGGCG-3´) y 3´ de rup4959 (4; 5´-
GTTGGTTCGCAGCGTGATCGG-3´); B y D, controles de las RT-PCRs obtenidos tras 
inactivar por calor la retrotranscriptasa en las muestras duplicadas de A y C, 
respectivamente.  
 
 
 

 
 

Figura 34S. La inducción transcripcional del gen rup4959 en 
presencia de exudados radiculares de Zea mays requiere del factor 
σ38. El ensayo se realizó exactamente como se describe en la leyenda 
de la fig. 3 (Cap. 4), excepto que se incluye un control adicionando 
1x M9, además del control de M9-citrato 15 mM. La actividad β-
galactosidasa se midió dos horas después de añadir los exudados, o 
los controles, a cultivos de KT2440 (pMAMV12) y C1R1 (pMAMV12) a 
DO600 nm= 2. El gráfico representa una media de tres experimentos 
con dos réplicas biológicas por experimento y se incluye la desviación 
estándar.  
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Tabla 2S. Dipéptidos y tripéptidos utilizados como fuente de carbono y nitrógeno. 

Ala-Glu Ala-Gly Ala-Phe Ala-Pro 
Ala-His Ala-Leu Ala-Thr Gly-Gln 
Gly-Glu Gly-Gly Gly-Pro Gly-Ser 
Gly-Leu Gly-Phe Gly-Tyr Gly-Val 
Leu-Leu Leu-Pro Gly-Gly-Ala Gly-Gly-Gly 
Tyr-Ala Ala-Ala-Ala Gly-Gly-Leu Ile-Pro-Ile 

Leu-Gly-Gly Lys-Lys-Lys Val-Tyr-Val 
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  Conclusiones 

Los resultados obtenidos a lo largo de esta Tesis Doctoral han permitido 

establecer las siguientes conclusiones: 

 

1. Ha sido posible realizar un análisis genómico de Pseudomonas putida en 

la rizosfera de plantas de maíz empleando un sistema experimental idéntico 

al utilizado en los estudios de colonización. La extracción de ARN en 

cantidad y calidad óptimas ha hecho innecesaria una alteración de las 

condiciones naturales del sistema, tales como la adición de nutrientes o el 

cultivo planctónico.  

 

2. Las variaciones transcripcionales observadas en el análisis genómico 

reflejan, por una parte, una adaptación nutricional y, por otra, una 

adaptación fisiológica a las condiciones de estrés existentes en la rizosfera. 

 

3. Pseudomonas putida KT2440 coloniza eficientemente la rizosfera de la 

planta modelo Arabidopsis thaliana. Esta colonización se requiere para 

proteger mediante resistencia sistémica la parte aérea de la planta de la 

infección por la bacteria fitopatógena P. syringae pv. tomato DC3000. 

 

4. El análisis transcripcional en la rizosfera ha permitido la identificación de 

nuevos determinantes bacterianos importantes para la colonización y el 

desencadenamiento de resistencia sistémica inducida. Así, la peroxidasa 

extracelular codificada por el locus PP2561 es importante tanto para la 

eficiencia de esta bacteria en la rizosfera como para el desarrollo de sus 

propiedades como agente potencial de biocontrol. 

 

5. P. putida KT2440 incrementa los niveles de exudación de plantas de A. 

thaliana cultivadas “in vitro” en condiciones gnotobióticas e imprime una 

huella específica en el patrón de exudación de metabolitos secundarios. Este 

patrón se altera en plantas colonizadas por el mutante PP2561, lo que 

permite establecer una relación entre la composición de los exudados 

radiculares y la inducción de la resistencia sistémica. 
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6. La motilidad tipo “swarming” exhibida por KT2440 requiere de un estado 

nutricional bien definido, en el que juega un papel importante la 

concentración intracelular de hierro y/o su transporte activo al interior 

celular. 

 

7. El movimiento tipo “swarming” en P. putida depende de la temperatura y 

de la presencia de pili de tipo IV y lipopolisacáridos. Dicha motilidad en 

superficie, junto con el movimiento tipo “swimming” y la adhesión a 

superficies vegetales son parámetros que afectan a la eficiencia 

colonizadora de KT2440. 

 

8. En presencia de exudados radiculares y bajo condiciones que imperan en 

la rizosfera tales como la baja tensión de oxígeno se activa la transcripción 

de rup4959 y ligeramente la del factor sigma alternativo RpoS. La expresión 

de rup4959 depende de RpoS, lo que sugiere que su activación 

transcripcional sea, en parte, consecuencia del incremento en los niveles de 

este factor sigma. 

 

9. La inactivación de Rup4959, un regulador de respuesta dual GGDEF/EAL, 

y un análisis transcriptómico en la rizosfera de un mutante en esta proteína  

revelaron que la mayor fracción de genes con transcripción alterada fueron 

de función desconocida, como una indicación de que los fenotipos o los 

mecanismos relacionados con dicho regulador están inexplorados.  

 

10. La sobreexpresión de rup4959 ha permitido adjudicar actividad 

diguanilato ciclasa al regulador de respuesta que codifica dicho gen y 

caracterizar el fenotipo pleiotrópico que se establece cuando se incrementan 

los niveles del segundo mensajero di-GMPc. Para la adquisición de este 

fenotipo se requiere la presencia de lipopolisacáridos y ciertos 

exopolisacáridos aún sin caracterizar. 
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