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RESUMEN

Sinorhizobium meliloti 1021 posee dos megaplasmidos, pSymA de 1,354 Kb y pSymB
de 1,683 Kb, que contienen genes esenciales para el establecimiento de una simbiosis fijadora
de nitrégeno con alfalfa y otras especies de leguminosas, asi como para la supervivencia de la
bacteria en la rizosfera. Pérez-Mendoza y colaboradores (2005) mostraron que el pSymA es
autotransmisible aunque sus funciones conjugativas estdn normalmente inhibidas, bajo control
del represor transcripcional RctA. Se desconocen tanto las condiciones como los elementos
genéticos que intervienen en la desrrepresion de la actividad conjugativa de este plasmido.
Ademas, nunca antes se ha demostrado si el pSymB es 0 no susceptible de transferencia por
conjugacion.

En este trabajo se muestra por primera vez la transferencia conjugativa de pSymB
como un evento de movilizacién en trans que requiere el sistema de secrecién tipo 1V
codificado por pSymA. pSymB posee un oriT funcional asi como un gen traA2, que codifica
para una probable relaxasa, el cual es también transcripcionalmente reprimido por rctA.
Ambos megaplasmidos simbidticos parecen requerir la presencia de los genes codificantes
para las correspondientes relaxasas en cis con sus respectivos oriTs para alcanzar méaximas
frecuencias de transferencia conjugativa.

Por otro lado, en esta tesis se ha llevado a cabo la identificacion y caracterizacion
parcial de nuevos elementos reguladores en la cascada de transduccion de sefiales implicados
en la regulacion de la conjugacion de pSymA de S. meliloti. Se ha identificado el gen
SMa0974 (SmrctB) como un ortélogo del gen rctB de Rhizobium etli, el cual antagoniza la
represion ejercida por RctA. Ademas, se ha encontrado que en S. meliloti existen dos genes
adicionales, rctR y rctC, que participan en el control de la expresion de SmrctB. rctR
(SMa0955) codifica para un proteina con homologia a reguladores transcripcionales de la
familia GntR, la cual esta implicada en la represion de SmrctB. Un mutante rctR promueve la
transferencia conjugativa de pSymA y muestra un incremento en la expresion de los genes
tra, virB y SmrctB, incluso en presencia de un gen represor rctA intacto. Entre los genes
reprimidos por rctR, rctC (SMa0961) codifica para una proteina con homologia a reguladores
de respuesta, requerida para activar la transcripcion de SmrctB y, por consiguiente, para la
desrrepresion de las funciones conjugativas. Aunque los plasmidos simbidticos de R. etli y S.
meliloti contienen una pareja represor-antirrepresor rctA-rctB de cuya actividad depende la
expresion de la capacidad conjugativa de dichos plasmidos, el genoma de R. etli no contiene



homologos de los genes rctR y rctC identificados en S. meliloti. En este trabajo se concluye
que la transferencia conjugativa de los pSyms de S. meliloti y R. etli, que se encuentra
normalmente reprimida por RctA, se desrreprime en ambos casos por un mecanismo similar,
via rctB; sin embargo, la cascada regulatoria que conduce a la activacion de rctB es
probablemente diferente en ambas especies bacterianas.
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1. RHIZOBIUM EN LA AGRICULTURA SOSTENIBLE

El suelo es un factor critico para el mantenimiento de los ecosistemas terrestres y un
recurso clave para el éxito de la agricultura. Como consecuencia del deterioro de la estructura
y composicion del suelo, asi como de la diversidad de microorganismos que lo habitan,
debido a la agricultura intensiva y el uso de fertilizantes y otros agroquimicos, surgen nuevas
formas de agricultura menos perjudiciales (Kennedy y Smith, 1995), englobadas en el
concepto de agricultura sostenible, que implica el manejo de los recursos para la agricultura a
fin de que satisfaga las necesidades de la poblacién mientras que se mantiene o se mejora la
calidad del ambiente y los recursos naturales (Altieri, 1994).

El concepto de agricultura sostenible es muy dindmico, reconoce las necesidades
futuras de produccion al tiempo que se preserva la calidad del ambiente, incluida la calidad
productiva de los recursos de agua y suelo. Asi, mientras que el objetivo a largo plazo es el
mantenimiento de los beneficios de la explotacion, el objetivo a corto plazo busca reconocer
los problemas que deben resolverse, como el uso inadecuado del suelo y su erosion acelerada,
la disminucion de su fertilidad y una caida en el contenido de la materia orgénica del mismo,
la contaminacion de los recursos hidricos y un uso excesivo de los recursos naturales no
renovables (Kennedy y Smith, 1995). Para el éxito de una agricultura sostenible es
fundamental una buena planificacion, asi como un control adecuado de todos los procesos que
intervienen en la actividad agricola.

Para llevar a cabo estas mejoras en el modelo de desarrollo agricola, es necesario un
estudio del suelo como sistema complejo que es. El suelo alberga gran riqueza de
microorganismos, los cuales establecen relaciones muy variadas y contribuyen a conformar
las caracteristicas propias del suelo, participan en los ciclos del carbono, nitrégeno, oxigeno,
azufre, fosforo, hierro y otros elementos, y aportan a la fertilidad del suelo y a la degradacion
de compuestos xenobioticos. Ademas, el crecimiento de las plantas esta condicionado por una
amplia gama de microorganismos que habitan el suelo, en particular alrededor de la rizosfera
de los vegetales (Bowen y Rovira, 1999). Dentro del amplio grupo de microorganismos
beneficiosos, denominados PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, Kloepper y
Schroth, 1978), tanto para los cultivos agricolas como forestales, se pueden diferenciar 2
grupos principales: los que facilitan la captacion de nutrientes por la planta (Bashan y

Levanony, 1991), los cuales pueden ser a su vez bacterias u hongos, de vida libre o



simbidticos (Garcia de Salamone et al., 2001; Glick, 1995; Persello-Cartieaux et al., 2003), y
los que protegen a la planta o evitan el ataque de patdgenos,.

Actualmente la agricultura sostenible intenta reducir el uso de fertilizantes quimicos y
plaguicidas en general, mediante una mayor sensibilizacion de la sociedad sobre el potencial
riesgo del empleo indiscriminado de los mismos. Esto ha abierto nuevas perspectivas en el
empleo de productos biologicos para el manejo agricola integrado, sobre todo en la proteccion
de cultivos (biocontrol) y como fertilizantes “amigos” del medioambiente (biofertilizantes)
(Bloemberg y Lugtenberg, 2001; Glick, 1995; Persello-Cartieaux et al., 2003). Por tanto, se
esta estudiando el empleo de microorganismos en la mejora de la agricultura, aunando para
ello técnicas de microbiologia tradicional con metodologias moleculares, incluyendo los
avances en las metodologias gendmicas, que contribuiran a mejorar el conocimiento del
funcionamiento de las comunidades microbianas del suelo con el consiguiente potencial de
aplicacion biotecnologica. Como se ha mencionado anteriormente, en el contexto de la
agricultura sostenible es particularmente atractiva la inoculacion de plantas con
microorganismos que protejan de enfermedades o disminuyan la dependencia de fertilizantes
quimicos (Smith y Goodman, 1999; Weller et al., 2002). El uso de inoculantes microbianos
para mejorar la nutricion de los cultivos, el control biologico de enfermedades o la
biorremediacion de suelos contaminados, constituyen tecnologias de gran interés por su
impacto positivo sobre la sustentabilidad agricola y su caracter respetuoso con el medio
ambiente (Deaker et al., 2004). Sin embargo, el uso masivo de tales inoculantes ha despertado
serias preocupaciones sobre el posible impacto ecoldgico de su liberacion al medio ambiente,
en especial en aquellos casos de manipulacion genética del microorganismo. La liberacion de
microorganismos al medio ambiente, como cualquier tecnologia, no esta exenta de riesgos
potenciales, como podria ser el impacto que su aplicacion puede tener sobre las comunidades
microbianas nativas. La evaluacion de dicho impacto es muchas veces dificil debido a
limitaciones de tipo técnico, asi como la dificultad para determinar si la alteracion de algin
parametro medioambiental como consecuencia del uso de inoculantes microbianos puede
afectar de forma negativa al equilibrio de los ecosistemas del suelo. Es de resefiar el posible
riesgo que supone la transferencia genética horizontal entre los inoculantes y las poblaciones
nativas del suelo. La transferencia genética horizontal entre microorganismos es un fendmeno
bien reconocido como generador de biodiversidad en cualquier ecosistema, aunque en el caso

de productos biotecnoldgicos sus efectos no han sido bien estudiados (Smets y Barkay, 2005).



A diferencia de la transferencia lateral de resistencias a antibioticos entre bacterias de
importancia clinica, que es un fendmeno de conocido impacto sobre la eficacia de ciertas
terapias, la posibilidad de transferencia genética entre los inoculantes y las poblaciones
microbianas nativas es un fendmeno poco explorado que plantea gran incertidumbre en
relacion a su potencial impacto sobre la biodiversidad existente, sobre la fertilidad de los
suelos o incluso sobre la eficacia a largo plazo de los propios inoculantes (Sorensen et al.,
2005).

Sin embargo, experimentos realizados por distintos laboratorios no han puesto de
manifiesto variaciones en la biodiversidad a corto plazo, aiin reconociendo que es un proceso
dificilmente evaluable en el tiempo de duracion de un proyecto de investigacion. Es
importante conocer cambios cualitativos y cuantitativos en las poblaciones microbianas como
consecuencia de la introducciéon de nuevas poblaciones (inoculantes) en los ecosistemas
concretos, que de alguna forma nos ayuden a predecir las posibles consecuencias positivas,
negativas o neutras que las futuras practicas agricolas pueden tener en el equilibrio de los
ecosistemas actuales (Lupwayi et al., 2000).

Los inoculantes para leguminosas, basados en bacterias del tipo Rhizobium,
proporcionan a estos cultivos el nitrogeno necesario para su nutricion y desarrollo, y se
aplican comercialmente desde hace mas de un siglo sin que se haya descrito ningun tipo de
impacto negativo (Castro-Sowinski et al., 2007). La presencia de plasmidos de elevado peso
molecular es un hecho generalizado en bacterias pertenecientes a la familia de las
Rhizobiaceas, y que se consideran como eficientes vehiculos de transferencia de genes desde
inoculantes de Rhizobium hasta poblaciones nativas del suelo (Sanjuan et al., 2000). También
es cierto que pocos estudios han valorado las posibilidades de transferencia genética desde los
inoculantes. El descubrimiento de que en condiciones naturales la informacion simbidtica es
transferible hacia los rizobios del suelo que carecen de la misma (denominados no
simbioticos), ha marcado un antes y un después en el entendimiento de la ecologia evolutiva
de los rizobios (Johnston et al., 1978; Brewin et al., 1980; Hooykaas et al., 1981; Lamb et al.,
1982; Sullivan et al., 1995). Se han obtenido datos de cepas no simbioticas de Rhizobium
aisladas del suelo, que obtuvieron la capacidad simbiética tras adquirir un plasmido o una isla
simbiodtica donado por rizobios inoculantes, mediante procesos conjugativos. Entre otras
consecuencias, la dispersion de estos elementos conjugativos puede provocar que los nuevos

simbiontes pasen a ser competidores del inoculante para establecer una simbiosis con la planta



hospedadora, lo que en determinadas situaciones conllevaria una reduccion de la eficacia
tecnologica de la inoculacion. La adquisicion de esta nueva capacidad determina un cambio
dréstico en los habitos de vida de las bacterias, al poder colonizar un nuevo nicho ecoloégico
tan exclusivo como son los nodulos de las leguminosas. Todo esto, unido al cada vez mas
amplio abanico de microorganismos, bacterias y hongos, que se emplean como inoculantes
para todo tipo de especies vegetales, genera una gran inquietud sobre el potencial impacto
ecologico de su aplicacion (Sanjuan et al., 2000).

En cualquier caso, puesto que no es posible determinar el posible impacto de la
liberacion de microorganismos en todos los ambientes, parece mas razonable disefiar sistemas
de contencion de este fendmeno, que impidan o al menos minimicen las posibilidades de
transferencia genética (Chen et al., 2005). Por tanto, la determinacion de las condiciones
Optimas en que ocurre la transferencia genética en el suelo es un paso previo al disefio de
sistemas de contencion de dicho fendmeno. El desconocimiento de los factores y situaciones
ambientales que favorecen los procesos de transferencia genética horizontal es todavia hoy la

parte mas oscura e inexplorada de este fenomeno.

2. SIMBIOSIS RHIZOBIUM - LEGUMINOSA

2.1. Importancia de la fijacion bioldgica de nitrégeno

El nitrogeno es el elemento mas abundante de la atmdsfera terrestre y sin embargo es
una fuente nutritiva muy escasa y constituye, después del agua, el principal limitante de la
produccion agricola. Esta paradoja se debe a que el nitrogeno atmosférico se halla en forma
de gas o dinitrégeno (N;) que la mayoria de los seres vivos no pueden utilizar directamente.
La forma nitrogenada utilizada comUnmente por las plantas y por casi todos los
microorganismos es el nitrogeno combinado inorganico.

La conversion del nitrogeno gaseoso (N») a formas reducidas tales como el amonio, es
un proceso vital dentro de la biosfera. La fijacion bioldgica del nitrogeno constituye la mayor
entrada de nitrégeno en forma reducida en los sistemas bioldgicos naturales. La diazotrofia (la
capacidad de fijar N,) es una propiedad restringida al mundo procariota, eubacterias y

archaeas (Widmer et al., 1999; Zehr et al., 2003). Los microorganismos de vida libre llevan a



cabo la fijacion de nitrogeno para abastecer sus propias necesidades en ambientes donde son
limitantes otras fuentes nitrogenadas. Sin embargo, los microorganismos diazotrofos
simbidticos, aunque son capaces de desarrollarse en vida libre, suelen fijar nitrogeno sélo tras
el establecimiento de interacciones mutualistas con plantas, como las de la familia Fabaceae
(Martinez-Romero, 2000). Este proceso simbidtico se produce principalmente con miembros
de algunas familias del orden Rhizobiales, perteneciente a las a-Proteobacterias, y unos pocos
géneros de PB-Proteobacterias. Por esta razon, la interaccion Rizobio-leguminosa tiene una
enorme importancia agronémica y ecologica.

Una caracteristica importante de la interaccion de los miembros del orden Rhizobiales
con las leguminosas suelen ser el elevado grado de especificidad, de tal modo que
generalmente cada rizobio es capaz de interaccionar con una o pocas especies vegetales
relacionadas filogenéticamente. Sin embargo, en ciertas ocasiones no existe un grado de
especificidad tan marcado; asi la planta de judia (Phaseolus vulgaris) establece simbiosis con
multiples especies de rizobios diferentes. A su vez, Rhizobium sp. NGR234 lleva a cabo
interacciones exitosas con mas de 100 géneros de leguminosas diferentes (Romero y Brom,

2004).

2.2. Proceso de nodulacién

El establecimiento de simbiosis fijadoras de nitrogeno entre plantas leguminosas y
rizobios es el resultado de un continuo y adecuado intercambio de sefales entre planta y
bacteria (Broughton et al., 2000) que culmina con la formacion del nédulo fijador. Se conocen
al menos tres grupos de sefiales que son intercambiadas entre planta y bacteria durante el
establecimiento simbiotico. Por un lado, los flavonoides exudados por la planta activan la
expresion de un grupo de genes bacterianos, los genes de la nodulacion (nod, nol, noe) que
son los encargados de la biosintesis de los denominados factores Nod (Lorkiewicz, 1997; Van
de Sande y Bisseling, 1997; Broughton y Perret, 1999). La composicion de los exudados
radicales es diversa y compleja, y varia segun la especie de planta, su estado fisiologico, la
disponibilidad de nutrientes e incluso del tipo de microorganismos presentes (Saeki, 2011).
Los genes nod codifican aproximadamente 25 proteinas para la sintesis y exportacion del
factor Nod, que constituyen el segundo grupo de senales, en este caso producidas por la
bacteria. El factor Nod es una molécula sefial de tipo lipo-quito-oligosacarido que consiste en

un esqueleto de entre tres y seis unidades de N-acetil glucosamina (oligoquitina) en el que la



glucosamina del extremo no reductor esta esterificada con un acido graso. Esta estructura
basica presenta una serie de modificaciones de distinta naturaleza que varian entre los
diferentes rizobios, consistente en la existencia de sustituyentes en el citoesqueleto
oligosacaridico asi como variaciones en la longitud y el grado de insaturacion del acido graso.
Cada especie o estirpe bacteriana produce generalmente varios tipos de factores Nod, que son
reconocidos especificamente por los hospedadores compatibles de dicha bacteria. De esta
forma, la produccion de factores Nod por la bacteria resulta ser el mayor determinante de la
especificidad en la simbiosis Rhizobium-leguminosa, definiendo el rango de hospedadores
susceptibles de ser infectados por una cierta estirpe o especie de rizobio (Perret et al., 2000).
El factor Nod induce en la raiz vegetal una serie de respuestas dirigidas a la formacion del
nddulo y a facilitar su infeccion por la bacteria (Bladergroen y Spaink, 1998; Schultze y
Kondorosi, 1998; Debelle et al., 2001, Jones et al., 2007).

Un tercer grupo de sefales son los polisacaridos de superficie de la bacteria,
necesarios para el desarrollo adecuado de los canales de infeccion por los que las bacterias
alcanzan el cortex nodular, en donde serdn endocitadas por las células vegetales. Ademas de
lo indicado anteriormente, también influye en el establecimiento de la simbiosis el
denominado polisacarido capsular (o antigeno K). Este polisacarido solo se ha encontrado en
Sinorhizobium meliloti, S. fredii y Rhizobium sp. NGR234 (Margaret et al., 2010). S. meliloti
tiene la capacidad de producir varios polisacaridos de superficie, incluidos el lipopolisacéarido
(LPS), el polisacarido capsular (KPS), dos exopolisacaridos (EPS I y EPS II) y glucanos
ciclicos (Pellock et al., 2000; Sharypova et al., 2006).

Una de las primeras fases del reconocimiento entre la bacteria y la leguminosa es la
union del microorganismo a los pelos radicales de la planta. Una vez que los rizobios se han
adherido a los pelos radicales, se induce un cambio en la direccion del crecimiento apical. En
las leguminosas tipicas, los rizobios penetran a través de la pared celular del pelo radical,
quedando envueltos en una estructura tubular, conocida como cordon de infeccidon, que
progresa hacia la base del pelo radical. Este cordon de infeccion contiene una matriz
polisacaridica de origen bacteriano y glicoproteina de origen vegetal. Simultdneamente, y en
respuesta a los factores Nod, ciertas células del cortex en posicion opuesta a los polos del
protoxilema entran de nuevo en el ciclo celular y se dividen proliferando activamente y
originando el primordio nodular (revisado por Gage, 2004). El crecimiento de los cordones de

infeccion transporta los rizobios hasta las células del primordio nodular. Alli, los cordones de



infeccion se ramifican y, mientras continua el desarrollo del noédulo, se produce la liberacion
de las bacterias en el citoplasma de las células vegetales. Las bacterias endocitadas no entran
en contacto directo con el citoplasma vegetal sino que son rodeadas por una membrana
vegetal, conforméndose asi la unidad simbidtica minima, el simbiosoma. Esta estructura
basica, constituida por un microorganismo rodeado de una membrana que lo separa de la
célula hospedadora, no es Unica de esta simbiosis sino que estd conservada estructuralmente
en muchas otras endosimbiosis (Roth et al., 1988). Desde que Rhizobium es endocitado hasta
que se activa el proceso de fijacion de nitrégeno ocurren una serie de cambios morfologicos y
metabolicos en ambos simbiontes, seguramente como resultado del intercambio de nuevos
grupos de sefiales todavia desconocidas. En el caso de las bacterias, éstas deben diferenciarse
en los llamados bacteroides, caracterizados por un tamafio, morfologia y sobre todo un
metabolismo diferentes a los de las bacterias en vida libre. En el bacteroide se expresan otros
genes simbidticos que codifican para las proteinas necesarias para la reduccion del
dinitrogeno por la enzima nitrogenasa (genes nif y fix) (Fisher, 1994). Los bacteroides
proporcionan a la planta una forma de nitrogeno asimilable, y a cambio reciben de ésta un
fotosintetizado utilizable por el bacteroide como fuente de carbono. Por otro lado, el correcto
funcionamiento del proceso simbidtico garantiza a la planta una independencia de otras
fuentes de nitrogeno exodgenas, mientras el rizobio encuentra un nicho exclusivo donde
multiplicarse (para aspectos ecoldgicos mas concretos ver Bever y Simms, 2000; Denison,
2000; Simms y Bever, 1998; Timmers et al., 2000).

La diferenciacion a bacterioide suele estar acompafiada de un aumento del volumen de
la bacteria, asi como de un cambio de su morfologia de bacilo corto a formas mas o menos
distorsionadas, dependiendo del tipo de nddulo (ver Figura INTI). Ademas, en nodulos
indeterminados ocurre un proceso de endorreduplicacion del ADN, esto es, duplicacion del
ADN en ausencia de division celular. La endopoliploidia, que es caracteristica de distintos
organos de algunas especies, sugiere que esta multiplicacion del genoma debe contribuir a la
diferenciacion de algunos tipos celulares. La relacion directa entre el contenido de ADN y el
tamafio celular en tejidos endorreplicativos indica que este aumento de tamafio se necesita
para la formacion de largas células en la planta (Kondorosi et al., 2000).

Los nédulos inducidos por los rizobios se clasifican generalmente en determinados e
indeterminados (Figura INT1). Los nédulos determinados se originan a partir de divison de

células del cortex externo. Las divisiones celulares en la region central del nodulo cesan



Introduccion

pronto y el aumento del tamafio nodular se produce por aumento del tamafio de las células ya
existentes, lo que determina su forma esférica. La diferenciacion de las células infectadas
tiene lugar de modo sincrénico y el nédulo maduro contiene células simbidticas con una
poblacion homogénea de bacteroides fijadores de nitrogeno (Nokav et al., 2011).

Los nédulos de tipo indeterminado se originan a partir de divisiones de células del
cortex interno y son alargados, ya que el meristemo es persistente y continuamente da lugar a
nuevas células que subsecuentemente son infectadas por los rizobios que residen en el ndédulo
(Margaret et al., 2011). Puesto que el tamafio del meristemo es constante, la actividad de
division celular y la produccion de nuevas células meristematicas se encuentra equilibrada
con la salida del mismo nimero de células del ciclo mitotico. Este proceso provoca un
gradiente de etapas de desarrollo en el nodulo, desde el meristemo en el extremo apical hasta

el tejido senescente cercano a la raiz (Godiard et al., 2011).

Figura INT1. Proceso de desarrollo y descomposicion del nédulo. Se muestran el proceso para noédulos
determinados (arriba) e indeterminados (abajo). Los Rhizobium saprofiticos existen en la rizosfera (a). El
Rhizobium se adhiere a los pelos de la raiz (b), detecta los flavonoides de las legumbres y secretan factores Nod
para inducir la deformacion del pelo radicular (c¢). El pelo radicular deformado recoge al Rhizobium, formando
canales de infeccion, que contienen las células de Rhizobium atrapadas (d). Se elonga el canal de infeccion (e), se
ramifica y penetra en las capas de células de la corteza exterior o interior (f, g). Las células rhizobiales son
entonces envueltas en una membrana derivada de la planta y lanzadas como gotas en el citoplasma de las células
vegetales (h). Los rhizobios se diferencian a bacteroides y comienza la fijaciéon de nitrogeno (i). Después de un
periodo de fijacion de nitrogeno, las células del nodulo inician la senescencia (j). La mayoria de los bacteroides
en nodulos determinados y algunas células de rizobios indiferenciadas en ndédulos indeterminados volveran a un
estilo de vida saprofito (k). Se indican las zonas del nédulo indeterminado maduro, I: Zona meristematica; II:
Zona de invasion; I11: Zona de fijacion de Ny; IV: Zona de senescencia. Extraido de Saeki (2011).



Los nodulos de leguminosas son el resultado de una coevolucion (Thompson, 1994,
2005) de las plantas y rizobios ancestrales (Doyle, 1998). Entre los procesos evolutivos que
produjeron la divergencia de las leguminosas, se debe tener en cuenta la coevolucion con los
rizobios. Alternativamente, las bacterias podrian haber sido escogidas constantemente por las
plantas, con una pequefia influencia de la bacteria en la evolucion de la planta (necesaria para
cumplir con los requisitos de la coevolucion). Las evidencias de los efectos de las bacterias en
la evolucion de la planta son todavia escasas. La plasticidad genética puede ser indicativa de

la gran capacidad de Rhizobium para adaptarse a las leguminosas.

3. TRANSFERENCIA GENETICA HORIZONTAL EN BACTERIAS

Estudios recientes sobre las funciones de las bacterias y de su metabolismo en los
ciclos biogeoquimicos, ponen de manifiesto la importancia de los mismos en sostener la vida
en la Tierra. La mayoria de los procesos fundamentales de la vida fueron “inventados”
durante los primeros dos billones de afios en la Tierra, previo a la aparicion del primer
eucariota. Este éxito es especialmente sorprendente en el caso de las bacterias, considerando
que carecen de reproduccion sexual, el mejor mecanismo para la innovaciéon genética. La
transferencia genética horizontal es un proceso que puede compensar la ausencia de
variabilidad genética por reproduccion sexual en la vida procariota, y afecta a la adaptacion
microbiana, la especializacion y la evolucion (Smets y Barkay, 2005).

La transferencia horizontal o lateral de genes (TGH) es el movimiento de genes entre
individuos de la misma o diferente especie en una misma generacion. Aunque es comun entre
las bacterias, tradicionalmente se ha considerado como un evento extraordinario entre
bacterias y eucariotas. Pero esta idea ha cambiado, y en la actualidad la TGH es considerada
por muchos un catalizador evolutivo de primera magnitud. Esta capacidad de gran nimero de
organismos de intercambiar material genético con otras especies, es un fendémeno que se
conoce desde hace mucho tiempo. Los estudios experimentales de procesos de transferencia
genética horizontal proporcionan evidencias suficientes de transferencia entre bacterias de la

misma o diferente especie, e incluso entre bacterias y eucariotas (DeFlaun y Levy, 1989;



Heinemann, 1991; Mazodier y Davies, 1991; Heinemann y Sprague, 1989), de tal modo que
la gran mayoria de los genes, si no todos, estan sujetos a transmision entre especies.

El ejemplo mas comun es el intercambio genético entre distintos grupos bacterianos.
Una fraccion significativa de la diversidad bacteriana existente se debe, en mayor o menor
medida, a la adquisicién de ADN de otras bacterias alejadas filogenéticamente. Los genomas
bacterianos pueden ser extraordinariamente heterogéneos y dinamicos, en los que cantidades
importantes de ADN son incorporadas o eliminadas, lo que se denomina la fraccidon accesoria
del genoma. Las transferencias laterales han cambiado, por tanto, la ecologia de las especies
bacterianas, promoviendo su diversificacion y especiacion. Por medio de la transferencia
horizontal de genes, las bacterias son capaces de adquirir resistencia a diferentes antibioticos,
capacidades virulentas y diferentes propiedades metabdlicas que les permiten explorar nuevos
habitats.

Este proceso de transferencia genética horizontal se lleva a cabo mediante elementos
genéticos moviles que pueden ser intercambiados promiscuamente entre un amplio espectro
de bacterias y contribuye a la plasticidad gendmica bacteriana. Los elementos genéticos
moviles incluyen secuencias de insercidn, transposones, integrones, bateridéfagos, islas
genomicas (como islas de patogenicidad), plasmidos y combinaciones de esos elementos. Los
plasmidos son uno de los elementos genéticos moviles mas importantes, ya que tienen una
influencia en la adaptacion de las bacterias a diferentes ambientes. Los plasmidos se
encuentran en todos las comunidades bacterianas estudiadas hasta la fecha, incluidas bacterias
del suelo, bacterias marinas y bacterias pertenecientes a ambientes clinicos. Sin embargo,
estan secuenciados un numero relativamente bajo de plasmidos.

La TGH entre bacterias ha despertado una gran atencion a consecuencia del debate
suscitado sobre los riesgos potenciales que puede suponer la liberacion accidental o
deliberada de organismos modificados genéticamente. De hecho, en ciertos hébitats se
encuentran condiciones altamente favorables para la transferencia. Sin embargo, los estudios
que se han realizado hasta el momento indican que la transferencia horizontal desde
organismos modificados genéticamente hasta poblaciones nativas es practicamente
indetectable (Sorensen et al., 2005).

Existen tres procesos principales por los que puede tener lugar la transferencia

genética horizontal: transformacion, transduccion y conjugacion.
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3.1. Transferencia genética mediada por transformacion natural

La transformacion genética natural se refiere a la captura de ADN extracelular libre
por una célula y su incorporacion estable al genoma bacteriano. La competencia de una
bacteria para su transformacion parece estar regulada por ciertas condiciones
medioambientales. Factores como un descenso de la temperatura por debajo del punto de
congelacion del agua, la presencia de soluciones de electrolitos, lisozimas o enzimas
proteoliticas, favorecen la expresion de la capacidad de transformacidon bacteriana, también
llamada competencia. Estas son situaciones que probablemente se puedan encontrar en
ambientes acuaticos y terrestres y han sido utilizadas para desarrollar métodos que permiten la
transformacion artificial o in vitro.

De los tres mecanismos principales, la transformacion puede ser considerada el Gnico
proceso procaridtico no relacionado con elementos genéticos externos, ya que los genes
responsables de este proceso se localizan en el cromosoma bacteriano (Dubnau, 1991; Hahn
et al., 1987). Se conocen aproximadamente 90 especies bacterianas transformables, pero no se
conocen todos los aspectos relacionados con la competencia de estas especies para captar
ADN del medio natural. Los pasos para llevar a cabo el proceso de transformacion son los
siguientes: una induccion de la competencia, la union del ADN, la fragmentacion de ese
ADN, la captacion del ADN y el mantenimiento estable del ADN adquirido por
recombinacion con algun replicon gendmico o por recircularizacion y autorreplicacion del
ADN entrante. Las maquinarias para la captacion de ADN son similares en bacterias Gram-
negativas y Gram-positivas e incluyen componentes del pili tipo IV y sistemas de secrecion
de proteinas de tipo II (Sorensen et al., 2005; Chen y Dubnau, 2004). Se sabe que en un
cultivo en medio liquido, el estado de competencia es dependiente de la fase de crecimiento
en la mayoria de los organismos estudiados. Por el contrario, células de biofilms de
Acinetobacter spp. son continuamente competentes (Doughari et al., 2011), y algunas
bacterias son siempre capaces de captar ADN, como es el caso de Thermus thermophilus y
Helicobacter pylori (Averhoff, 2009; Chen y Dubnau, 2004; Thomas y Nielsen, 2005;
Sorensen et al., 2005). Algunas bacterias reconocen un ADN similar al suyo por unas
etiquetas en secuencias nucleotidicas especificas que estdn muy representadas en su propio
ADN genomico. Sin embargo, bacterias como Bacillus subtilis, Streptococcus pneumoniae y

Acinetobacter spp. captan ADN de especies no relacionadas con ellas mismas.
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A diferencia de la transferencia genética por transduccidon o por conjugacion, la
mediada por transformacion natural no requiere la presencia de un donador vivo. De hecho,
durante la lisis o muerte celular se libera ADN suficiente para el proceso. Tampoco es
necesaria una relacion genética entre el donador y el receptor para la transformacion, aunque

se requiere un estado fisiologico activo del receptor para la captura del ADN.

3.2. Transferencia genética mediada por transduccion

La transduccidn genética es la transferencia intercelular de material genético no viral
por medio de una particula virica. Se pueden distinguir dos tipos de transduccion (Masters,
1996; Weisberg, 1996): especializada y generalizada. En el primer caso, sélo determinados
genes del hospedador son transducidos (aquellos cercanos al sitio de insercion del fago) e
incorporados de forma estable al genoma virico, de tal modo que estos genes son
empaquetados y replicados como si fuesen propios. En el segundo, no hay limitaciones para el
tipo de genes que se pueden transducir.

La transferencia genética por transduccion requiere un donador metabolicamente
activo en el cual se producen las particulas del fago durante la reproduccion viral. En este
caso, el receptor puede estar espacial y temporalmente separado del donador ya que la
informacion genética en la particula transductora persiste. Sin embargo, el receptor debe estar
relacionado con el donador por una sensibilidad comun al bacteriofago (Lorenz y
Wackernagel, 1994). Los fagos se adsorben a sitios especificos en la superficie de la célula
bacteriana. Tras una primera etapa de asociacion reversible, la unidn se estabiliza y se hace
irreversible. En este momento, el dcido nucleico del fago se transloca a través de la membrana
externa, el espacio periplasmico y la membrana interna hasta alcanzar el citoplasma.

La transduccion es un proceso especifico de TGH, ya que los bacteridéfagos tienen un
rango limitado de hospedador. A pesar de ello, los bacteriofagos son vehiculos importantes
para la transferencia de genes, debido a su gran abundancia y a la habilidad que tienen de
insertarse ellos mismos dentro de los cromosomas como profagos sin causar la lisis celular,

alterando asi el contenido genético de los hospedadores.
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3.3. Transferencia genética mediada por conjugacion

La conjugacion bacteriana es un proceso especializado de transferencia unidireccional
de ADN desde un donador a una célula receptora por un mecanismo que requiere un contacto
especifico. El proceso suele estar codificado por un plasmido o transposon conjugativo y
supone una de las rutas de transferencia genética horizontal més comunes. A continuacion

pasaremos a detallar las caracteristicas principales de la transferencia conjugativa.

4. MECANISMO DE TRANSFERENCIA CONJUGATIVA

El mecanismo molecular de la transferencia conjugativa de ADN se ha estudiado
extensamente, especialmente en bacterias Gram-negativas. Aunque muchos sistemas
conjugativos de Gram-positivas son similares en organizacion y funcionamiento a los de
Gram-negativas, existen muchos otros cuya funcionalidad nada tiene que ver con estos
(revisado por Grohmann et al., 2003). No obstante, en este apartados se describen los
elementos identificados en sistemas conjugativos principalmente de bacterias Gram-negativas.

La molécula de ADN que va a ser transferida (usualmente un plasmido que codifica su
propio aparato de transferencia) debe portar un origen de transferencia u oriT (una corta pero
especifica secuencia de ADN donde comienza y finaliza el proceso de transferencia
conjugativa). El resto de la maquinaria consiste en no menos de 15 proteinas que se encargan
de diferentes funciones, incluyendo el procesamiento del ADN vy el transporte activo hacia la
célula receptora. La maquinaria conjugativa puede ser dividida en tres mddulos:

A).- Un complejo nucleoproteico (también llamado relaxosoma) formado por un oriT,
una relaxasa y una o mas proteinas de unién accesorias. La proteina relaxasa se va a unir
especificamente al oriT en la cadena de ADN que va a ser transferida, permaneciendo
covalentemente unida a ella. Las relaxasas conjugativas son proteinas de inicio de la
replicacion por circulo rodante, y sus secuencias diana en el oriT se relacionan con las
secuencias 0riV de inicio de la replicacion del ADN (Waters et al. 1993). El relaxosoma es
muy especifico para cada sistema plasmidico.

B) El conducto transmembrana es un complejo multiproteico formado por 10 proteinas

diferentes, que se expanden desde la membrana interna a la membrana externa. Estos
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Introduccion

componentes pertenecen a la familia de transportadores conocidos como sistema de secrecion
tipo IV (T4SS) (Cascales y Cristie, 2003). Muchos de los miembros de la familia T4SS son
constituyentes de patdgenos de mamiferos que los usan para inyectar factores de
patogenicidad en las células diana hospedadoras (Ding et al., 2003; Nagai y Roy, 2003).

C) La proteina acopladora, que interacciona con el relaxosoma y el conducto,
acercando ambas partes de la maquinaria de transferencia. Basdndose en su similitud
estructural con otros transportadores de ADN, se propone que empuja activamente la cadena

de ADN transferente afuera del donador y hacia la célula receptora (Llosa et al., 2002).

A _ Figura INT2. Conjugacion. Sistema de
Cromosoma ADN  Pilus conjugacion representa una larga subfamilia de
| T4SS que usan las bacterias en el proceso de la

transferencia de ADN de la célula donadora a la
receptora  (A). El contacto célula-célula
normalmente mediado por estructuras similares
Bacteria Donadora Bacteria Receptora a pili (B). ADNss del elemento genético movil

se transfiere desde el donador a la bacteria
receptora con ayuda de la relaxasa (C). Cadenas
de ADN complementario se sintetizan en ambas
células y la bacteria receptora se convierte en
donador potencial del ADN moévil (D).
Modificado de Juhas et al. (2008).

B

Bacteria Donadora Bacteria Receptora

Si un plasmido codifica la maquinaria completa para su transferencia conjugativa, se
denomina plasmido conjugativo o autotransmisible. Algunos pldsmidos contienen un set
minimo de genes que les permiten ser transmitidos conjugativamente mediante la presencia de
un plasmido auxiliar (“helper”). Este tipo de plasmidos se denominan movilizables y
contienen al menos un origen de transferencia u oriT, y habitualmente también un gen que
codifica a una relaxasa y una o mas proteinas de union accesorias. Por tanto, los plasmidos

conjugativos tienden a ser de gran tamafio con un niimero bajo de copias, mientras que los
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movilizables son de menor tamafio y tienen alto nimero de copias. Se puede generalizar y
decir que los plasmidos movilizables contienen una region MOB, requerida para la
movilizacion, mientras que los pldsmidos conjugativos contienen ademds un sistema de
secrecion de tipo IV (T4SS) que permite el ensamblaje y la funcionalidad del canal de

conjugacion.

4.1. Funciones implicadas en el procesamiento del ADN (Dtr)

La conjugacion bacteriana es un mecanismo sofisticado y eficiente de transferencia de
ADN entre bacterias. El unico ingrediente esencial de la maquinaria MOB es la relaxasa, que
es una proteina que inicia y termina el procesamiento del ADN conjugativo. La relaxasa
escinde el fragmento de ADN que va a ser transferido mediante el reconocimiento de un sitio
especifico, denominado oriT, catalizando ¢l corte del ADN especifico de sitio y hebra,
concretamente en el sitio nic del origen de transferencia. Como resultado de esta reaccion, la
relaxasa va a permanecer covalentemente unida al oriT del ADN en el extremo 5’,
generandose un complejo nucleoproteico que va a ser transportado a la célula receptora por el
sistema T4SS (Garcillan-Barcia et al., 2009).

Las proteinas relaxasas son grandes y usualmente contienen dos o mds dominios
proteicos. Los dominios relaxasa adecuados se localizan siempre en el extremo N-terminal de
la proteina. En el extremo C-terminal se localizan casi siempre, una ADN helicasa, una ADN
primasa u otros dominios sin funcion conocida. En algunos casos, las relaxasas contienen un
motivo denominado 3H, compuesto por una triada de histidinas que la proteina usa para unir
cationes bivalentes (Llosa y de la Cruz, 2005). Las relaxasas son herramientas filogenéticas
usadas para la clasificacion de plasmidos, como es el caso de la clasificacion de plasmidos
movilizables (Francia et al., 2004). Garcillan-Barcia et al., (2009) han expandido la
clasificacion de Francia y colaboradores, permitiendo asi poder clasificar también a los
plasmidos conjugativos. Esto permite la clasificacion de los sistemas de conjugacion en
familias MOB: MOBg, MOBy, MOBg, MOB¢, MOBpy MOBY,.

La familia MOBE estd bien analizada y contiene 114 miembros. Para dos de sus
relaxasas existen estudios detallados de estructura y bioquimica: Tral F (Larkin et al., 2005;
Hekman et al., 2008) y TrwC R388 (Guasch et al., 2003; Gonzalez- Pérez et al., 2007). Las
relaxasas de la familia MOBF son proteinas grandes que consisten en dos dominios: un

domino N-terminal en donde hay dos tirosinas cataliticas y un dominio helicasa C-terminal.
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También los oriTs MOBg son comparativamente grandes y complejos, presumiblemente
reflejan secuencias de ADN altamente reguladas.

La familia MOBy representa una nueva familia, no representada en su conjunto por
plasmidos movilizables. El prototipo de esta familia es Tral del plasmido R27 del grupo de
incompatibilidad IncHI1 (Tral R27).

La familia MOBc¢ es una familia de relaxasas bien distinguible. Contiene dos relaxasas
analizadas experimentalmente: MobC CloDF13 (Nufiez y de la Cruz, 2001) y TraX pADI1
(Francia y Clewell, 2002). Esta familia incluye a plasmidos conjugativos y movilizables, asi
como ICEs o elementos relacionados. Los genes que codifican para las proteinas acopladoras
se localizan adyacentes y aguas arriba de los genes relaxasa, con algunas excepciones en las
que la localizacion es aguas abajo. Los oriTs, cuando se conocen, se localizan aguas abajo de
los genes mob, excepto en los enterococos en los que se localiza entre 2 operones mob que se
transcriben de forma divergente. La posicion de los genes se ha visto que estd conservada en
la region de movilizacion en la mayoria de los elementos genéticos de Proteobacterias y estos
elementos se distribuyen ampliamente entre los miembros de la familia Enterobacteriaceae,
incluyendo a Yersinia enterocolitica y Y. pseudotuberculosis, por lo que deben de contribuir a
la transmision de factores de virulencia y de resistencia a antibioticos (Schubert et al. 2004;
Lin et al. 2008).

La familia MOBg tiene como prototipo a la relaxasa MobA del plasmido RSF1010.
Esta familia incluye relaxasas tanto de pldsmidos conjugativos como movilizables. Los
prototipos de esta familia son TraA pTi (la relaxasa conjugativa del plasmido pTi de
Agrobacterium, que se ha de distinguir de la relaxasa VirD2, responsable de la transferencia
del ADN-T a células de plantas) y TraA p42d (prototipo de algunos plasmidos de
Rhizobium), ademas de MobA RSF1010 y TraA pIP501. Este grupo se divide en dos clados:
MOBg, que incluye a plasmidos movilizables relacionados con el plasmido IncQ RSF1010,
cuyo prototipo es MobA RSF1010 y estan relacionados con MOBp. Las relaxasas de este
clado son muy divergentes. MOB(, se compone de plasmidos conjugativos de Rhizobium y
Agrobacterium, entre otros en el orden Rhizobiales. El prototipo para este clado es la relaxasa
TraA_p42d (Pérez-Mendoza et al., 2006). Estas relaxasas contienen un dominio helicasa en el
extremo C-terminal, como las relaxasas MOBgE. La relaxasa de Agrobacterium, TraA, es la

responsable de la transferencia del plasmido pTi y forma parte de este grupo. Otra
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caracteristica de estas relaxasas es que tienen preferencia por actuar en Cis (Pérez-Mendoza et
al., 2006; Cho y Winans, 2007) (ver Figura INT3).

El grupo MOBp representa una familia muy amplia de relaxasas. A este grupo pertenecen las
relaxasas del clado MOByg, descrito en la seccion anterior, y todas las descritas previamente
como MOBygn (Francia et al., 2004), de las que MbeA ColE1 es su prototipo. Este grupo se
divide en diferentes clados: MOBp; (que agrupa IncP, Incl, InQ2, IncG, IncP6), MOBp,
(VirD2 de los plasmidos de Agrobacterium), MOBp; (IncX), MOBps (plasmidos IncU),
MOBps (cuya totalidad incluye la familia MOBygn), MOBpg (Incl2) y MOBgq;, ademas de
otros clados cuya filogenia no ha sido resuelta todavia. El clado MOBp,; incluye relaxasas
distribuidas por todas las divisiones de las Proteobacterias. Su promiscuidad debe ser una
caracteristica importante para estos plasmidos y es una caracteristica del representante mas
conocido, el plasmido RP4. Las relaxasas MOBp,_pertenecen todas a plasmidos de las a-
Proteobacterias, y la mas analizada hasta la fecha es VirD2 de los plasmidos Ti de
Agrobacterium. El analisis molecular de VirD2 pTiC58 demuestra que las proteinas VirD2
son similares a las relaxasas conjugativas en detalles moleculares de su actividad (Pansegrau
et al., 1993). En general, las relaxasas MOBp son proteinas grandes y contienen la actividad
relaxasa en el dominio N-terminal. El prototipo general es la relaxasa MOBp; Tral RP4
(Pansegrau y Lanka, 1996). Las relaxasas MOBp, a diferencia de las relaxasas MOBg
analizadas, solo poseen una Unica tirosina activa en su centro catalitico, por lo que debe de
haber una diferencia importante en el mecanismo de accidon entre relaxasas MOBg y las
relaxasas MOBp. Si atendemos a su estructura, las relaxasas MOBp podrian ser similares a la
relaxasa MobA RSF1010, incluida en la familia MOB, descrita anteriormente.

La familia MOBy incluye a 98 relaxasas asociadas a plasmidos y 6 relaxasas
codificadas por verdaderas ICEs e IMEs. Los pldsmidos pertenecientes a esta familia estan
extendidos en todos los filos bacterianos, principalmente Firmicutes y Bacteroidetes (donde
existen varios genes de resistencia a antibidticos), pero también hay pequefios clados de
Proteobacteria, Cyanobacteria y Spirochaetes. Las similitudes detectadas mediante un
analisis PSI-BLAST sugieren que las familias MOBy y MOBg estdn ancestralmente
emparentadas con esta familia. Sin tener en cuenta su enorme diversidad, los elementos
MOBy, incluyendo los transposones de Bacteroidetes, muestran la misma organizacion

genética de las regiones Mob y similaridades en sus oriTs (Francia et al., 2004).
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Figura INT3. Arbol filogenético de las relaxasas MOBg. Los asteriscos indican que la transferencia
conjugativa de los plasmidos esta comprobada. Estan subrayados los plasmidos en los que su gen relaxasa esta
proximo a un gen que codifica para una acopladora (y por tanto se presume que son conjugativos). Las flechas
en los clados sefialan la conservacion de relaxasa (verde) y proteinas acopladoras (gris). Nitmu, Nitrosospira
multiformis; Nitha, Nitrobacter hamburguensis; Messpl, Mesorhizobium sp. BCN1 — accession number
YP_665951; Messp2, Mesorhizobium sp. BCN1 — accession number YP 665867; Sphal, Sphingopyxis
alaskensis; Jansp, Jannaschia sp.; Lacca, Lactobacillus casei; Lacla, Lactococcus lactis [pDOJHIOL (1),
accession number NP_694600; pDOJH10L (2), accession number NP_694596]. Extraido de Garcillan-Barcia et

al. (2009).
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4.2. Origen de transferencia u oriT

El origen de transferencia desempefia una funcidon central en el proceso de
transferencia y replicacion conjugativa. Es el Gnico elemento que se requiere en Cis para la
transferencia de un determinado ADN (Lanka y Wilkins, 1995). Se han descrito cinco grupos
principales de secuencias mediante la comparacion de un gran nimero de oriTs (Guzman y
Espinosa, 1997; Lanka y Wilkins, 1995). También se ha descrito una interesante
correspondencia entre los origenes de replicacion vegetativa de plasmidos y bacteriéfagos de
ADNSss y los oriTs de plasmidos tipo IncP (Pansegrau y Lanka, 1996; Waters y Guiney,
1993).

La alta conservacion de las secuencias que forman los oriTs, particularmente alrededor
del sitio nic (donde se produce la rotura endonucleolitica en cadena sencilla previa al inicio de
la transferencia del ADN), en distintos elementos conjugativos, da una idea de la importancia
de la preservacion inalterada de este tipo de secuencias para un correcto reconocimiento por la
relaxasa. Se ha demostrado en numerosas ocasiones que un solo cambio nucleotidico puede
ocasionar la pérdida total de la funcionalidad del oriT y de su procesamiento por la relaxasa
(Stern y Schildbach, 2001). Esto ha generado, ademas, un cierto fenomeno de coevolucion
entre las relaxasas y sus respectivos OriTs, de manera que un tipo de relaxasa suele ir

acompafiada de un mismo tipo de oriT.

4.3. Proteinas acopladoras

Las proteinas acopladoras (T4CP) son proteinas integrantes de la membrana interna,
con un extremo N-terminal que constituye la parte transmembrana y con un extremo C-
terminal que constituye la parte citoplasmatica, que debe ensamblarse como componente afin
al T4SS o debe ser requerida cerca del aparato de transporte (Lee et al., 1999; Kumar et al.,
2002). Contienen dominios de unién a NTP, como un motivo Walker A (Motivo 1) y B
(Motivo II o caja DEXX) (Walker et al., 1982) y usan la energia de la hidrolisis del NTP para
conectar complejos nucleoproteicos transmisibles con el sistema de translocacion (Firth et al.,
1996; Christie et al., 1997; Cabezén et al., 1997; Moncalian et al., 1999).

Estudios (genéticos) mutacionales revelan que mutantes con la proteina acopladora
inactiva, tienen afectada la capacidad de union del NTP y/o la hidrolisis del mismo, dando

lugar a fenotipos defectivos en conjugacion (Lee et al., 1999; Firth et al., 1996; Moncalian et
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al., 1999; Balzer et al., 1994). La inhibicién de la conjugacion también ocurre cuando la
proteina acopladora se asocia con otras proteinas, como por ejemplo cuando TraG de RP4
interacciona con FopA de pKM101 y RifC del plasmido F (Santini et al., 1998). Estudios de
transporte en sistemas quimera, demuestran que la region principal para el transporte es la
parte C-terminal citoplasmatica de la proteina, ya que se pone en contacto con el T4SS
(Cabezén et al., 1994; Hamilton et al., 2000). En algunos casos, como en TraD del plasmido
F, si se trunca su extremo C-terminal se afecta la eficiencia y la especificidad (Sastre et al.,
1998).

Las proteinas TrwB del plasmido R388 de E. coli, TraD y TraG de varios plasmidos
de bacterias Gram-negativas y VirD4 del plasmido Ti A. tumefaciens son proteinas T4CP
asociadas con movilizacion nucleoproteica. Usando el modelo de Markov (Karplus, 1998), se
pueden dividir en subfamilias. La primera, que incluye TrwB y TraD, contiene seis miembros
de plasmidos conjugativos. Una segunda subfamilia agrupa a un conjunto grande de
plasmidos, como TraG de RP4, y la proteina VirD4 del plasmido Ti, relacionada con la
transferencia de ADN-T a células vegetales. Las proteinas incluidas en esta subfamilia
conservan mas del 30% de identidad en las secuencias aminoacidicas y exhiben la misma
organizacion de dominios. En particular, TrwB presenta un 21-23% de identidad de secuencia
con VirD4 de A. tumefaciens (Zupan et al., 1998) y TraG de RP4 y R751, y del 28 al 30% con
TraD de F y R100 (Lessl et al., 1992; Llosa et al., 1994).

Segun los datos bioquimicos y estructurales acerca de la proteina TrwB, se podria
pensar que esta proteina usa la energia procedente de la hidrolisis del ATP para empujar el
ADN a través del canal transmembrana por un mecanismo similar al usado por las Fi-
ATPasas. Para el transporte de ADN, TrwB acopla el relaxosoma (complejo de ADN-
proteinas) al canal de secrecion. Se ha comprobado que la proteina TrwA, que forma parte del
relaxosoma, estimula la actividad ATPasa de TrwBAN70 (el dominio citoplasmatico de
TrwB), lo que revela una interaccion especifica entre las dos proteinas. Esta interaccion
ocurre a través del dominio C-terminal, observandose un complejo de 68 kDa entre
TrwBAN70 y el dominio C-terminal de TrwA. La estructura cristalografica de TrwBAN70
muestra una simetria hexamérica con 6 pliegues y un canal central de alrededor de 20 A de
diametro (Gomis-Ruth et al., 2001). La sorprendente similitud estructural entre TrwB y otros
motores moleculares bien conocidos, como Fi- ATPasa (Abrahams et al., 1994), sugiere que

TrwB podria también operar como un motor, empujando el ADN a través del canal usando la
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energia derivada de la hidrolisis de ATP. Esto se substenta por datos bioquimicos que indican
que TrwB es una ATPasa dependiente de ATP (Tato et al., 2005). La actividad ATPasa de
TrwB es estimulada por la proteina TrwA, lo que implica interacciones especificas entre
ambas proteinas. Esta modulacion podria facilitar el acoplamiento dindmico entre TrwB y el
ADN durante el proceso conjugativo (Tato et al., 2007). Las proteinas acopladoras TraD del
plasmido F, TraG del RP4 y HP054 de Helicobacter pylori unen ADN de cadena sencilla y
doble de manera no especifica (Panicker, et al., 1992; Schrdder, et al., 2002). Ninguno de
estos ortélogos muestra una actividad hidrolitica de NTP detectable in vitro bajo las
condiciones ensayadas Esta habilidad para unirse a ADN es inespecifica e independiente de la
union a NTP (Gomis-Riith et al., 2004).

En el patdgeno anaerobio Clostridium perfringens, los plasmidos conjugativos portan
genes de resistencia a antibioticos o toxinas extracelulares (Abraham et al., 1985; Bannam et
al., 2006; Brynestad et al., 2001; Hughes et al., 2007). El prototipo de plasmido conjugativo
en C. perfringens es el plasmido pCW3, de 47kb y con resistencia a tetraciclina. Un analisis
bioinformatico del locus tcp relacionado con la conjugacion de C. perfringens, identifica
varias proteinas que presentan una baja homologia con proteinas codificadas dentro de la
region de transferencia del transposon conjugativo Tn916 (Bannam et al., 2006). La proteina
esencial para la conjugacion TcpH, un componente de membrana asociado al complejo mpf,
se localiza en los polos celulares de C. perfringens y se ha visto que interacciona consigo
misma y con la proteina codificada por pCW3 TcpC (Teng et al., 2008). La proteina TcpA
contiene un dominio Ftsk/SpolllE que se localiza en translocasas de ADN (Bannaman et al.,
2006), lo que sugiere que TcpA sea una proteina implicada en el movimiento de ADN durante
la transferencia conjugativa, presentando una funcién equivalente a otras proteinas
acopladoras en otros sistemas de conjugaciéon. Como tales proteinas, TcpA posee dos
dominios transmembrana N-terminales (TMDs) y una region C-terminal citoplasmatica que
contiene tres motivos que previsiblemente se relacionan con la union e hidrodlisis de ATP
(Bannman et al., 2006). Estudios previos revelan que los motivos conservados, motivo I (caja
Walker A), motivo II (caja Walker B) y motivo III (caja RAAG), son esenciales para la
funcién de TcpA. Mediante analisis de dos hibridos se ha comprobado que TcpA interacciona

con otras proteinas, como TcpC, TepG y TepH (Steen et al., 2009).
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4.4. Formacién del par conjugativo (Mpf)

Las bacterias no s6lo son dependientes de su medio interno para lograr sus estrategias
de supervivencia, sino que pueden secretar enzimas y otras macromoléculas al exterior para
readaptar el medio a sus propios requerimientos. Del mismo modo, la patogenicidad de las
bacterias es a menudo dependiente de maquinarias que permiten el transporte de moléculas
toxicas al exterior de la célula, o bien en el ambiente o en el interior de células hospedadoras
(Kostakioti et al., 2005). Estas maquinarias son sistemas especializados que reciben el nombre
de sistemas de secrecion.

Estos sistemas de secrecion se expanden en la membrana celular y son los
responsables del transporte de macromoléculas de diferente naturaleza. Se han identificado
hasta 6 diferentes sistemas de secrecion, que se denominan desde el tipo I al tipo VI
(Shrivastava et al., 2008). Todos los sistemas poseen elementos especializados que permiten
el transporte de proteinas efectoras a través de varios compartimentos de las células
bacterianas como son la membrana interna, el espacio peripldsmico y la membrana externa.
Cada sistema produce la translocacion de moléculas de forma diferente, aunque en general
podemos distinguir dos grupos:

- ElI T2SS y T5SS necesitan de la translocasa sec y secuencias sefial en los extremos N-
teminales de las proteinas para realizar su translocacion.
- TISS, T3SS, T4SS y T6SS son independientes de sec.

El sistema de secrecion tipo IV (T4SS) es una estructura dotada de varias subunidades
estructurales que se expanden por la envuelta celular, que transportan proteinas y complejos
nucleoprotéicos a través de las membranas. T4SS media la transferencia horizontal de genes,
contribuyendo a la plasticidad gendémica y la evolucion de patogenos a través de la
diseminacion de resistencia de antibidticos y genes de virulencia. Ademas, T4SS se usa
también para la liberacion de proteinas efectoras bacterianas a través de la membrana
bacteriana y la membrana plasmatica de células eucaridticas, contribuyendo directamente en
la patogenicidad.

T4SS esta codificado por genes organizados habitualmente en una unidad funcional
simple. Los grupos de genes del T4SS hasta ahora descritos difieren significativamente en
varios aspectos, incluyendo la organizacion de los determinantes genéticos, la homologia que
comparten y las relaciones evolutivas, que hacen que los T4SSs se clasifiquen en varios tipos

siguiendo dos esquemas de clasificacion diferentes (Lawley et al., 2003; Christie et al., 2005).
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En Ia clasificacion original inicialmente existian tres tipos principalmente, referidos
como tipo F, P e I, basados en los grupos de incompatibilidad de los plasmidos
representativos, IncF (plasmido F), IncP (pldsmido RP4) e Incl (pldsmido R64)
respectivamente (Lawley et al., 2003). En la clasificacion alternativa, los tipos F y P se
agrupan juntos como sistemas tipo IVA, que se asemejan al arquetipo de sistemas VirB/ViD4
de A. tumefaciens. El tipo I, que varia significativamente en sus componentes de los
miembros de los tipos F y P, se denomina tipo IVB. Los determinantes genéticos del sistema
tipo IVB se relacionan con el sistema arquetipo Dot/Icm de Legionella pneumophila y
Coxiella burnetii, correspondiente a bacterias patogenas intracelulares. Un tercer grupo,
denominado GI y que no esta bien caracterizado, estaria compuesto por todos los “otros”
representantes del T4SS que tienen homologia escasa o nula con los tipos IVA y IVB
(Christie et al., 2005) En ambos esquemas de clasificacion, los miembros incluidos en cada
tipo exhiben evidencias de ascendencia comun. Por ejemplo, dentro de cada tipo existe una
alta conservacion del contenido genético y orden de los mismos.

Al grupo GI recientemente identificado pertenece la isla genética ICEHIN1056 que es
un vector de resistencia a antibioticos en Haemophilus influenzae. Este sistema representa el
cuarto linaje con una distancia genética mas grande de la observada entre los linajes F, P e 1.
Este nuevo tipo de T4SS esta presente en una amplia variedad de islas gendomicas incluyendo
pKLC101, PAPI, SPI-7 y el elemento clc asi como otros derivados de un amplio espectro de
cepas bacterianas incluyendo Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, Erwinia carotovora,
Salmonella enterica serovar Typha y L. pneumophila. Este linaje de T4SSs se han
denominado tipo GI para enfatizar el hecho de que el T4SS se encuentra asociado hasta el
momento so6lo con las islas genémicas (Juhas et al., 2007). Las relaciones dentro de los tipos
y entre los tipos de T4SS se basan principalmente en tres genes, denominados traB/virB10,
traC/virB4 y traD/virD4 (denominados asi por genes del plasmido F de E. coli o del plasmido
Ti de A. tumefaciens, respectivamente). La alta variabilidad de la secuencia de traD significa
que no es un candidato ideal para el analisis filogenético, mientras que traB/virB10 y
traC/virB4 codifican proteinas esenciales del T4SS de bacterias Gram-negativas y son ideales
para la comparacion aminoacidica mediante alineamiento de secuencias y, como tales, estas
diferencias en las secuencias son suficientemente importantes como para definir los miembros
de los distintos tipos de T4SS. La identificacion de estos genes, al igual que permite separar

los distintos tipos de T4SS, podria también servir para la identificacion de nuevos sistemas de
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secrecion tipo IV mediante la busqueda de homologos. Sin embargo, debe considerase que
traB/virB10 no es un componente del sistema de conjugacion de bacterias Gram-positivas, en
tanto que traC/virB4 permanece como el tinico altamente conservado en T4SS tanto de Gram-
positivas como de Gram-negativas.

La mayoria de la informacion que concierne a las propiedades funcionales de los T4SS
se ha obtenido a través del estudio del sistema VirB/VirD4 de A. tumefaciens. El T4SS de A.
tumefaciens esta codificado por aproximadamente 10 kb de ADN que constituyen el “operdon
virB”, el cual comprende 11 marcos abiertos de lectura y un gen separado denominado virD4,
mediador de la transferencia de genes oncogénicos en la células de las plantas, resultando en
tumorigénesis y subsecuentemente en la formacion de una agalla o tumor. De los 11
determinantes proteicos VirB del T4SS VirB/VirD4 de A. tumefaciens, las proteinas VirB2 y
VirB5 son componentes del pilus, VirB3 y VirB7 son proteinas asociadas al pilus, VirB4 y
VirB11 son nucleodsido trifosfatasas que proporcionan energia para la transferencia, mientras
que VirB6, VirB7, VirB8, VirB9 y VirB10 son componentes del canal transmembrana. VirB1
es una transglicosilasa litica que degrada peptidoglucano de la pared celular en el sitio donde
se ensambla el T4SS, y VirD4 es otra nucleodsido trifosfatasa, la proteina acopladora que
recluta el relaxosoma hasta los componentes del sistema de secrecion (Christie el al., 2005;
Backert y Meyer, 2006). Es interesante que el extremo C-terminal de VirB1, que se designa
como VirB1*, parece que es escindido y secretado desde las células donde se ha formado el
pilus del T4SS (Zupan et al., 2007) (Figura INT4). Por tanto, VirB1 actia como una proteina
bifuncional que lisa peptidoglucano de la pared celular para facilitar la insercion del T4SS
pero simultaneamente también promueve la formaciéon del pilus mediante la interaccion con
las subunidades componentes del mismo (Zupan et al., 2007).

El sustrato transportado por el T4SS VirB/VirD4 de A. tumefaciens consiste en un
segmento del plasmido inductor de tumores (Ti), denominado region T, que se va a transferir
a la célula receptora de la planta, resultando finalmente en una superproduccion de
fitohormonas (Hooykaas y Beijersbergen, 1994; Gelvin, 2000; Hansen y Chilton, 1999;
McCullen y Binns, 2006). La trasferencia de la region T ocurre como un ADN de cadena
sencilla, denominado ADN-T, que codifica proteinas oncogénicas y la relaxasa VirD2,
formandose un complejo ADN-proteina. Se ha visto que su reclutamiento por parte del
sistema de secrecion se facilita mediante la interaccion con las proteinas VBP (de VirD2

Binding Protein; Guo et al., 2007). Ademas de transportar el complejo ADN-T- relaxasa
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VirD2, el T4SS de VirB/VirD4 transporta varias proteinas efectoras (VirD5, VirE2, VirE3 y
VirF) al interior de las células vegetales, lo que incrementa las posibilidades de éxito de la
infeccion (Vergunst et al., 2000). VirE2 actia como una potente maquinaria molecular de
unidon a ADN de cadena sencilla, permitiendo la infecciéon mediante un lanzamiento activo del
DNA-T hacia el interior de las células hospedadoras sin la necesidad de fuentes de energia

externa (Grange et al., 2008).

A
Membrana Poro memhrana externa
externa TraN/ VirB7 — TraOQ/ VirB%
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Parinlacma TraF/ VirB10
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interma ‘ T
\__ i _/ ATPasas

§ TraB/ VirB4 — TraG/ VirB11
Sustrato

Figura INT4. Estructura del complejo del

B . poro del sistema T4SS. (A) Estructura del

b33 18 g complejo del poro Cryo-EM 3D a 15 A de resolucion
(Fronzes et al., 2009). (B) Modelo funcional basado en la
estructura que muestra la apertura del canal en la
energizacion de VirB10 por las ATPasas citoplasmaticas.
El cambio en la conformacion de VirB10 podria causar la
apertura de la constriccion VirB9/B7, permitiendo el
paso del sustrato. Modificado de Llosa et al. (2009).

Susirato

Se han identificado otros T4SS que comparten ascendencia con el sistema VirB/VirD4
de A. tumefaciens. Algunos de ellos contienen un set completo de genes similar al de los
genes VirB/virD4 de A. tumefaciens, mientras que otros son quimeras de genes VirB/viD4 y
otros genes no relacionados (Christie et al., 2005). Un buen ejemplo es el de Helicobacter
pylori, que es un agente causante de gastritis, Ulcera péptica y cancer gastrico en humanos
(Blaser y Atherton, 2004). Las cepas mas virulentas de H. pylori albergan la isla de
patogenicidad cag, que codifica un T4SS similar a VirB/VirD4. El T4SS de H. pylori
contiene genes que codifican proteinas homologas a VirB4, VirB7, VirB9, VirB10, VirB11 y
VirD4 de A. tumefaciens, ademas de otros genes sin funcién conocida. Ademas, estudios
moleculares sugieren que existen proteinas de H. pylori no homoélogas a las VirB/VirD4 con
funciones similares a las proteinas VirB1, VirB2, VirB6 y VirB8 de A. tumefaciens (Buhrdorf

et al., 2003; Andrzeiewska et al., 2006). En estudios recientes se ha visto que la estructura del
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T4SS de H. pylori estaria formada por analogos funcionales de todos los componentes del
sistema VirB/VirD4 de A. tumefaciens, a excepcion de VirB5 (Kutter et al., 2008). La unica
proteina efectora del T4SS de H. pylori conocida hasta la fecha es CagA, que interacciona con
algunas proteinas de las células hospedadoras, resultando alterada la fisiologia de las células
hospedadoras e incrementando las posibilidades de éxito de infeccion (Bagnoli et al., 2005;
Bourzac y Guillemin, 2005; Brandt et al., 2005; Bourzac et al., 2007; Moese et al., 2007,
Moese et al., 2007; Zeaiter et al., 2008). El mecanismo exacto por que el que se transloca la
proteina CagA por el T4SS de H. pylori sigue siendo dificil de explicar, sin embargo,
mediante proteinas de fusion e inmunoprecipitacion se ha identificado a CagF, como la
proteina que interacciona con CagA (Couturier et al., 2006). El resultado de este estudio
indica que CagF es una proteina que reconoce y libera a CagA en el interior del canal del
T4SS (Couturier et al., 2006). Otra proteina crucial en la liberacion de CagA en las células
hospedadoras es la adhesina especializada CagL. Se localiza en la superficia del pilus del
T4SS y lleva a cabo la liberacion de CagA mediante la activacion de receptores de integrinas
en la superficie de las células hospedadoras (Kwok et al., 2007).

En el caso de Bartonella, patogeno intracelular, un T4SS similar al VirB/VirD5
desempefia una importante funcion en la patogénesis (Schmid et al., 2004). Algunos efectores
protéicos translocados (Beps) se relacionan con una gran variedad de rasgos, incluyendo la
activacion de la preinflamacion, apoptosis y reorganizacion del citoesqueleto (Schulein et al.,
2005; Backert y Meyer, 2006). Otro T4SS relaccionado con el de A. tumefaciens y que se
estudia debido a que es el agente causante de la tosferina, es el de Bordetella pertussis que
libera la toxina pertisica en el medio extracelular (Rambow-Larsen y Weiss, 2004).
Recientemente, se ha presentado un modelo que sugiere que durante la primera fase la toxina
pertusica interacciona en el periplasma con el aparato de secrecidon parcialmente ensamblado
y s6lo después de esta interaccion inicial, el T4SS completo termina ensamblandose y se
produce la secrecion de la toxina pertusica a través de la membrana externa (Verma y Burns,

2007).

4.5. Establecimiento de la informacién genética adquirida en la célula receptora

El establecimiento del plasmido transferido a la célula receptora requiere la
circularizacion del plasmido y la sintesis de la hebra complementaria. El proceso de

circularizacion esta mediado por la relaxasa, la cual se piensa que permanece covalentemente
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unida al extremo 5’ del ADN transferido a la célula receptora. Se cree que el extremo 3’ de
esta cadena sigue extendiéndose por replicacion en la célula donadora, generando un
intermediario de transferencia que es mas de una unidad de largo y el cual contiene uno o mas
de un sitio nic internos. La relaxasa, en la célula receptora, reconoceria el sitio nic interno de
este intermediario y catalizaria la reaccion de transesterificacion generando una molécula
circular de ADN (Lanka y Wilkins, 1995).

La iniciacion y la terminaciéon de una ronda de transferencia requieren diferentes
secuencias especificas en el oriT. En particular, el proceso de terminacion requiere unas
secuencias repetidas invertidas (IR) que se suelen encontrar aguas arriba del sitio nic en la
ultima porcion del oriT que es transferido. Esta IR produce una estructura secundaria en el
ADN que puede ser reconocida por la relaxasa covalentemente unida al extremo 5°, lo que
propiciaria su unién y posterior reaccion de corte y religacion (Bhattacharjee y Meyer, 1993).
Experimentos de transferencia con el plasmido F indican que dicho plasmido tiene una tasa de
transferencia de unos 775 nucleodtidos por segundo. Esta alta tasa junto con la necesidad de
minimizar la vulnerabilidad del ADNss, hacen pensar que la sintesis de la hebra
complementaria se produce simultdneamente a la entrada del ADN que esta siendo transferido
a la célula receptora. Igualmente se piensa que la sintesis de ADN, con polaridad 5°—3’, se
produce de forma discontinua mediante el empleo de multiples cebadores, lo que aceleraria el
proceso. La sintesis de dichos cebadores en el plasmido F parece depender de funciones
codificadas por la célula receptora. Se han determinado algunas de las sefales de iniciacion
(ssi) implicadas en la sintesis de la hebra complementaria (Tanaka et al., 1994), tales como
SSIiE del plasmido F (Nomura et al., 1991).

En otros sistemas conjugativos, la sintesis de la hebra complementaria se lleva a cabo
por funciones codificadas en el plasmido. El ejemplo clasico es la familia de las ADN-
primasas (Frick y Richardson, 2001). Las mejor estudiadas corresponden a las primasas
codificadas por el gen sog del plasmido Collb y por traC de los plasmidos IncP. Este tipo de
proteinas parecen ser transferidas unidireccionalmente hasta el receptor por el sistema
conjugativo. Estudios moleculares han demostrado que las primasas contribuyen a la
“promiscuidad” de la transferencia (Lanka y Barth, 1981; Merryweather et al., 1986;
Krishnapillai, 1988). El analogo a estas proteinas en el sistema de transferencia del ADN-T
estaria formado por la proteina VirE2. Esta proteina puede ser transferida tanto independiente

como simultaneamente con el ADN-T por el sistema VirB de A. tumefaciens (Christie, 1997).
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5. TRANSFERENCIA CONJUGATIVA EN BACTERIAS DE LA FAMILIA
RHIZOBIACEAE

Las bacterias del suelo de la familia Rhizobiaceae, conocidas genéricamente como
rizobios, son a-Proteobacterias Gram-negativas que constituyen un grupo heterogéneo de
microorganismos distribuidos en los siguientes géneros: Rhizobium, Ensifer (antes
Sinorhizobium),  Mesorhizobium,  Bradyrhizobium,  Allorhizobium,  Azorhizobium,

Blastobacter, Methylobacterium y Devosia (Ramirez Bahena, 2006).

5.1. Contenido y organizacion de los genomas de la Familia Rhizobiaceae: Plasmidos e
islas simbioticas

Las bacterias pertenecientes al género Rhizobium se caracterizan por su capacidad de
interaccionar con las raices de plantas leguminosas en una asociacion simbidtica, donde la
bacteria fija nitrogeno atmosférico que dona a la planta en forma de nitrégeno organico, a
cambio de poderse establecer en un nicho protegido y recibir fuentes de carbono. Uno de los
mas importantes hallazgos de la biologia molecular de estas bacterias fue el descubrimiento
de que la mayor parte de la informacion requerida para el establecimiento de la simbiosis se
encuentra localizada en plasmidos (denominados plasmidos simbidticos o pSyms), como
ocurre en R. leguminosarum bv. viciae, R. etli, R. leguminosarum bv. trifolii o S. meliloti, o en
islas simbioticas de localizacion cromosdmica, como en M. loti (Romero y Brom, 2004). El
término de isla simbidtica se propuso por analogia con las islas de patogenicidad encontradas
en bacterias patdgenas. Al igual que éstas, las islas simbidticas estdn integradas en el
cromosoma, adyacentes a genes que codifican ARN de transferencia, codifican una integrasa
en uno de los extremos, y convierten cepas naturales en cepas capaces de formar asociaciones
con eucariotas (Sullivan y Ronson, 1998; Juhas et al., 2009).

La existencia de pldsmidos es una caracteristica importante de muchos rizobios, sobre
todo en los géneros Rhizobium y Sinorhizobium. EI nimero y tamafio de estos plasmidos es
muy variable entre diferentes especies o incluso dentro de una misma especie (desde 0 a 11
plasmidos, de entre 50 y 1700 kb). El tamafio del pSym es variable entre especies, desde el
plasmido pRt843a de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, en el que solo 32 de las 180 kb
del pSym son necesarias para generar nodulos fijadores (Innes et al., 1988), hasta los

megaplasmidos de especies como S. meliloti y R. galegae, cuyos pSyms tienen 1.35 Mb y 1
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Mb, respectivamente. La contribucion de los plasmidos al total del genoma en las especies de
rizobios es bastante importante, pudiendo llegar a representar cerca del 50% del genoma. La
mayoria de los plasmidos en los rizobios no tienen una funcién claramente asignada, ya que
no portan genes indispensables para el proceso simbidtico, por lo que frecuentemente se han
denominado plasmidos cripticos o no simbioticos. La clasificacion de los plasmidos de los
rizobios en simbidticos y cripticos ha sido muy discutida por el hecho de que aunque estos
ultimos son prescindibles para la simbiosis, pueden tener influencia en la competitividad,
infectividad y eficiencia de este proceso (Brom et al., 2000; Garcia-de los Santos et al., 1996;
Sanjuan y Olivares, 1989; Soto et al., 1993). En algunos casos, la participacion de estos
plasmidos es considerada lo suficientemente importante como para denominarlos también
pSyms. Por ejemplo, se considera que S. meliloti contiene dos plasmidos simbidticos: pSymA
(1.35 Mb) y pSymB (1.68 Mb). El pSymA es el “verdadero” pSym en el sentido de que
contiene la mayoria de los genes nod y nif necesarios para la simbiosis; el pSymB participa
también en la simbiosis ya que es portador de genes para la biosintesis de exopolisacaridos
(Finan et al., 2001).

A diferencia de las especies de crecimiento rapido, en las de crecimiento intermedio
como Azorhizobium y Mesorhizobium y en las de crecimiento lento como Bradyrhizobium,
los genes simbidticos se localizan en el cromosoma. La tinica excepcion es M. amorphae, que
porta un pSym de cerca de 1 Mb (Wang et al., 1999). En B. japonicum, los genes simbidticos
estan localizados en una isla simbidtica de 681 Kb que presenta una concentracion
anormalmente alta de IS (secuencias de insercién) en comparacion con el resto del
cromosoma, lo que sugiere que este sector podria provenir de un fendmeno de transferencia
genética horizontal (Gottfert et al., 2001; Hahn y Hennecke, 1987; Kaneko et al., 2002). En
M. loti los genes simbidticos se localizan en una isla simbiotica de unas 500 Kb integrada en
el cromosoma (Sullivan et al., 1995; Sullivan y Ronson, 1998).

Una caracteristica muy constante entre los plasmidos simbioticos es que al igual que
en otros plasmidos, presentan un contenido G+C inferior al resto del genoma. El primer pSym
completamente secuenciado fue el pNGR234a (536 kb) de Rhizobium sp. NGR234. Este
plasmido tiene un bajo contenido en G+C (58,5%) si se compara con el correspondiente al
resto del genoma (62,2%). Es uno de los pSyms que mejor se conocen debido a su gran
similitud con el sistema de transferencia tra/trb de pTiC58 de A. tumefaciens (Freiberg et al.,

1997) y pRil724 de Agrobacterium rhizogenes (Nishiguchi et al., 1987). La replicacion de

29



este plasmido ocurre desde un origen simple (0riV) con la participacion de un sistema
RepABC. Adyacente a este sistema se encuentra el conjunto de genes tra y trb completos y
una posible region oriT, lo que sugiere que el plasmido en cuestion puede ser
autoconjugativo. El 15 % de sus genes estdn implicados en los procesos de nodulacion y
fijacion de nitrogeno. La mayoria de los genes nod, nol y noe se concentran en pNGR234a,
unicamente cuatro de estos genes se localizan en otros replicones del genoma. Los genes de la
nodulacidon no se encuentran en un sector continuo, sino que se dispersan a lo largo de una
mitad del plasmido en tres regiones no continuas. Los genes para la fijacion de nitrogeno (nif
y fix) se localizan en un sector continuo, situado en la otra mitad del plasmido. De nuevo, no
todos los genes fix se localizan en pNGR234a, algunos de ellos probablemente se localizan en
otros replicones del genoma. pPNGR234a también codifica un sistema de secrecion tipo III,
asimismo involucrado en la interaccion simbiotica con el hospedador (Freiberg et al., 1997).

En S. meliloti 1021, la secuenciacion del genoma reveld que el pSymA representa el
20% de genoma completo de la bacteria con un tamafio de 1.35 Mb. Al igual que en
pNGR234a, pSymA tiene un contenido G+C (60.4%) mas bajo que el resto del genoma
(62.7%). La replicacion es dependiente de un oriV simple, que esta también bajo el control de
un sistema RepABC. A diferencia de pPNGR234a, pSymA sdlo contiene cuatro genes tra: traA
y traCDG y un sitio nic del mismo tipo que el presente en el plasmido pTiC58 (Barnett et al.,
2001; Galibert et al., 2001). Sin embargo, no se han encontrado homoélogos a los genes traB y
traF, si bien traB no es esencial para la conjugacion de pTiC58 (Farrand, 1998). La funcion
Mpf se llevaria a cabo por un sistema de tipo VirB codificado en el operon SMal322-virB1-
B11 (Soto et al., 2006; Jones et al., 2007). En pSymA también se localiza un sistema de pilus
pilA/cpa, encontrandose una segunda copia de este sistema en el cromosoma. La mayoria de
los genes nod, nol y noe estan localizados junto con los genes nif y fix en una region de
aproximadamente 275 kb. Algunos de los genes fix (como por ejemplo el operon fixXNOQP) se
encuentran repetidos dentro del pSymA. A diferencia de pNGR234a, no contiene genes para
un sistema de secrecion tipo III.

En cuanto al otro pSym de S. meliloti 1021, denominado pSymB, su secuencia
nucleotidica revela la existencia de diversos genes con funcidn en el proceso simbiodtico. En
particular, genes para la biosintesis de exopolisacaridos (exo, exp), transporte de
dicarboxilatos (dct), y el gen bacA que interviene en la diferenciacion de bacteroides. Este

plasmido tiene dos caracteristicas notables, una gran cantidad de sistemas de transporte tipo
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ABC (representando el 17% de los genes) y de genes relacionados con la biosintesis de
polisacaridos (12% de los genes). Asimismo, hay algunos genes esenciales localizados en este
plasmido, con tnica copia en todo el genoma, como son AR NAccg, MINCDE (Finan et al.,
2001). Dado que pSymB posee caracteristicas tipicas de cromosoma y plasmidos, se ha
sugerido la denominacion de “cromido” (Harrison et al., 2010). También hay algunos genes
relacionados con actividades catabolicas, resistencia a antibidticos, cuyas caracteristicas
sugieren que el pSymB es un plasmido importante para supervivencia y la competitividad de
la bacteria bajo las condiciones predominantes en el suelo y en la rizosfera (Finan et al.,
2001). Respecto a funciones de movilidad, el pSymB sélo tiene un gen traA (traA2), que
codifica para una posible relaxasa y un probable origen de transferencia funcional (Pérez-
Mendoza et al., 2006).

Exceptuando los genes simbidticos, la conservacion de otros genes entre pNGR234a y
pSymA es muy baja. Esta observacion sugiere la existencia de al menos dos lineas de
evolucion diferentes para estos pSyms. Si se compara ¢l cromosoma de S. meliloti y el
cromosoma circular de la bacteria patdgena de plantas A. tumefaciens, se observa que existe
cierta similitud (Goodner et al., 2001; Wood et al., 2001). Esto ha llevado a sugerir que S.
meliloti proviene de un ancestro comtin a A. tumefaciens, que recibi6 los plasmidos pSymA y
pSymB (Goodner et al., 2001; Wood et al., 2001). Las caracteristicas estructurales de estos
plasmidos sugieren que la adquisicion de pSymB probablemente fue anterior a la de pSymA,
que debio ser adquirido en un evento relativamente reciente (Galibert et al., 2001).

La cepa S. meliloti GR4 presenta, ademas de los 2 plasmidos simbidticos (pSymA y
pSymB), 2 plasmidos cripticos denominados pRmeGR4a y pRmeGR4b de 115 y 140 MDa,
respectivamente (Toro y Olivares, 1986). Al menos en pPRmeGR4b se ha descrito la presencia
de genes que estan directamente implicados en la eficiencia de nodulacion de S. meliloti GR4.
Este es el caso de los genes nfe (de “nodule formation efficiency”), localizados en el plasmido
pRmeGR4b (Sanjuan y Olivares, 1989; Soto et al., 1993) y cuya expresion esta regulada por
el sistema NifA-RpoN (Sanjuan y Olivares, 1991). Aunque la funcion de estos genes (nfeA, B,
C, D) no se conoce, presentan homologia con genes tales como los ocd de A. tumefaciens (de
“ornitina ciclodeaminasa”) (Soto et al., 1994), lo que sugiere una funcion relacionada con el
catabolismo de compuestos especificos, cuya utilizacion podria suponer una ventaja en las
primeras etapas de la interaccion simbiodtica. También en el plasmido pRmeGR4b se ha

detectado la presencia de genes implicados en la produccion de sustancias como melanina
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(Mercado-Blanco y Olivares, 1993), aunque a diferencia de otras especies de rizobios, no se
ha encontrado una relacion entre la produccion de esta sustancia y la fijacion de nitrogeno.

El plasmido pRetCFN42a de R. etli se comporta como un plasmido autotransferible
que porta un sistema tra/trb con bastante homologia al de pTiC58 de A. tumefaciens. Del
mismo modo, el sistema de regulacion de la transferencia es del tipo quorum-sensing, con la
presencia de genes tral, traR, cinR y traM (Tun-Garrido et al., 2003).

En cuanto a la organizacioén de genes en las islas simbioticas, si se comparan las islas
de las cepas MAFF303099 (611 Kb) (Kaneko et al., 2000) y R7A (502 Kb) (Sullivan et al.,
2002) de M. loti, se observa que tienen un contenido en G+C similar y que muestran una zona
comun (aproximadamente 248 Kb) que se denomina ‘“columna vertebral”, con un 98% de
identidad en la secuencia de ADN (Sullivan et al., 2002). Esta zona contiene todos los genes
relacionados con nodulacion, fijacion de nitrogeno y con transferencia genética. En la isla
MAFF303099 existe un sistema de secrecion tipo III, mientras que en R7A este sector se
sustituye por un sistema de secrecion tipo IV, con una gran similitud al sistema VvirB de A.
tumefaciens (Sullivan et al., 2002). En la zona que forma la “columna vertebral” de la isla, los
genes para la nodulacion se localizan en tres grupos distribuidos de forma discontinua, que
estan separados y lejos de otros tres grupos de genes para la fijacion de nitrogeno. La mayoria
de los genes que participan en la transferencia de la isla (genes tra y trb) se localizan en un
grupo sencillo, aunque algunos genes adicionales se encuentran repartidos en localizaciones
diferentes del genoma. En la isla de R7A, la mayoria de los genes con homologia a proteinas
hipotéticas se encuentran formando grupos y estan ausentes en el genoma de MAFF303099,
representando elementos genéticos que han sido independientemente adquiridos por la isla de
R7A. Ademads, cada isla presenta un patron diferente de secuencias de insercion, lo que
sugiere que la invasion de estas secuencias de inserciéon contribuye sustancialmente a la

diversificacion de estas dos islas.

5.2. Transferencia conjugativa en Rhizobium

El interés en estudiar la conjugacion en Rhizobium se origind después del
descubrimiento de los plasmidos simbidticos (pSyms). Uno se podria hacer la siguiente
pregunta: ;Tiene la transferencia de los plasmidos simbiodticos algin impacto en la
estructuracion de las poblaciones rizobiales? Varias lineas de investigacion sugieren que

existe transferencia conjugativa de los pSyms en condiciones naturales (Rao et al., 1994;
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Schofield et al., 1987). De igual modo, Sullivan y colaboradores pusieron de manifiesto la
transferencia de la isla simbiotica R7A de la cepa de M. loti ICMP3153 a diferentes cepas
nativas de un suelo cultivado con Lotus corniculatus en lo que ya es un experimento clasico.
En el transcurso de 7 afios desde la inoculacion con la cepa M. loti ICMP3153, tan sélo un
19% de las bacterias aisladas de los nddulos demostraron corresponder a la cepa inoculada
inicialmente, mientras el resto resultaron ser cepas autoctonas que habian captado la isla
simbidtica de la cepa ICMP3153 (Sullivan et al., 1995).

Mediante andlisis filogenéticos se han podido poner de manifiesto antiguos eventos de
transferencia genética horizontal en otros rizobios. Un ejemplo lo constituye el pSym presente
en muchos de los rizobios que nodulan la judia. La mayor diversidad de R. etli, simbionte de
la judia, se encuentra en Mesoamérica, centro de diversificacion de esta leguminosa. Sin
embargo, las judias son noduladas en Europa por miembros de varias especies entre las que se
encuentra R. leguminosarum bv. phaseoli. Estudios genéticos poblacionales han demostrado
que mientras los cromosomas de R. leguminosarum bv. phaseoli y de R. etli son diferentes,
sus pSyms son similares. Estos resultados sugieren que quizas el R. leguminosarum bv.
phaseoli se origind6 mediante la transferencia del pSym de R. etli a un R. leguminosarum
europeo, con la importacion de la judia tras el descubrimiento de América (Segovia et al.,
1993). Posteriormente, se han identificado otros rizobios europeos portadores de este tipo de
pSym, tales como R. gallicum bv. phaseoli y R. giardinii bv. phaseoli (Herrera-Cervera et al.,
1999).

La informacion derivada de los plasmidos Ti de Agrobacterium constituye el sistema
conceptual més util. Estos pldsmidos son interesantes de estudiar debido a que poseen dos
sistemas conjugativos completos. Uno de ellos (el sistema tra/trb) es el responsable de la
conjugacion del plasmido Ti entre células bacterianas. El otro sistema (el sistema Vir)
transfiere un segmento del plasmido Ti (el ADN-T) a células vegetales, conduciendo a la
formacion de tumores. En el sistema tra/trb las funciones de transferencia del ADN (Dtr)
estan codificadas en dos operones que se transcriben divergentemente (traCDG y traAFB)
(Figura INTS), mientras que las funciones para la formacion del poro conjugativo (Mpf) estan
codificadas por el operéon tral-troBCDEJKLFGHI, donde tral, traR y traM son los
reguladores del sistema. En el sistema vir, las funciones Dtr estan codificadas por los genes
virD1, virD2, virD4, virE1 y VirE2, y las funciones Mpf estan localizadas en el oper6n virB1-

virB11. El sistema esta regulado por los productos de los genes VirA y virG (Figura INTS). El
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analisis de los genomas disponibles de rizobios ha revelado la existencia de genes homdélogos
a funciones Dtr/Mpf del plasmido pTiC58 de A. tumefaciens.

El plasmido pNGR234a presenta tanto un sistema Dtr (incluido el oriT) como un
sistema Mpf muy similares al sistema que media la transferencia conjugativa del plasmido Ti
entre bacterias, con la diferencia de que el gen trbE se encuentra dividido en 2 ORFs en el
rizobio, trbEa y trbEb, asi como el hecho de que, mientras que las regiones Dtr (genes tra) y
Mpf (genes trb) estan separadas unas 100 Kb en pTiC58, en pNGR234a se encuentran

contiguas.

oriT
traB traF  traA tracb6
R. etlip42a

traB traF  traA tracbDG

@ZC_«—H:% Rhizobium sp. pNGR234G
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. o 4
fral’ _msil06 fra& ,fbe ron Isla simbiética de M. foti
R7A y MAFF303099

Figura INT5. Representacion de las regiones Dtr de plasmidos e islas simbidticas de distintas
bacterias del orden Rhizobiales; oriT, origen de transferencia.

En R. etli CFN42, ¢l plasmido autoconjugativo p42a porta un sistema tra/trb completo
con homologia al de pTiC58. También presenta un sistema de regulacion de la transferencia
de tipo quorum-sensing, con la presencia de cuatro genes reguladores (tral, traR, cinR y traM)
(Tun-Garrido et al., 2003). La secuencia de este plasmido también revela funciones Mpf de

un sistema trb (trbB, -C, -D, -E, -J, -K, -L, -F, -G, -H, e 1) (Li et al., 1998). El plasmido
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simbidtico de R. etli, p42d, presenta una region Dtr que contiene claros homologos a los
genes traA y traCDG, asi como un oriT del mismo tipo que el presente en el plasmido no
tumorigénico pAtC58 (Figura INTS). Sin embargo, no se han encontrado homologos a los
genes traB y traF; traB no es esencial para la conjugacion de pTiC58 y traF estrictamente
hablando es una funcion Mpf y no Dtr. p42d no presenta un operdn tipo trb a diferencia de
pTiC58, siendo en principio un operédn tipo VirB (virB1-virB11), homologo al presente en
pAtCS8 de A. tumefaciens, el tnico sistema Mpf posible para este plasmido (Gonzalez et al.,
2003) (Figura INT6).

El pSymA de S. meliloti muestra una region que contiene claros homologos a traA y
traCDG, asi como una secuencia oriT de tipo RSF1010 (Figura INT5) (Barnett et al., 2001,
Galibert et al., 2001). No se encuentran homodlogos para traB y traF. El operon trb esta
ausente también en pSymA. La funciéon Mpf se llevaria a cabo por un sistema de tipo virB
codificado en el operén SMal322-virB1-virB11, localizado a mas de 200kb de distancia del
operon traA y traCDG (Figuras INT6). Para la autotransferencia conjugativa de pSymA debe
existir una cooperacion entre estos dos sistemas, como la transferencia conjugativa de pAtC58
que ocurre mediante la cooperacion de un sistema traA y traCDG y un sistema avhB,
parecido al sistema VirB en cuanto a nivel de organizacion de genes y proteinas (Chen et al.,
2002). Por su parte, el plasmido pSymB de S. meliloti tan s6lo presenta un homologo a traA,
asi como un oriT adyacente a éste, sin que hayan sido identificados otros genes tra o algun
T4SS en su secuencia (Figura INT6).

En R. leguminosarum bv. viciae, la transferencia del plasmido autoconjugativo
PRL1JI, depende del operdn tral-trbBCDEJKLFGHI (Figura INT6). Aguas abajo de este
oper6n hay un gen denominado bisR y un homoélogo a traR, denominado triR. Mutaciones en
tral, bisR o triR reducen la transferencia conjugativa de pRL1JI. La transferencia de pRL1JI
responde a una serie de sistemas de quorum-sensing codificados por el propio plasmido y por
el cromosoma de la cepa (Wilkinson et al., 2002). Un analisis de las N-acil-homoserina
lactonas producidas por la cepa A34 de R. leguminosarum bv. viciae permitioé la
caracterizacion de cuatro homoserina lactonas sintasas tipo LuxI (Rhil, Cinl, Rail y Tral) y
cinco reguladores tipo LuxR (RhiR, CinR, RaiR, TraR y BisR) (Lithgow et al., 2000;
Wisniewski-Dye et al., 2002). Se ha visto que CinS también interviene en la regulacion por

quoérum sensing (Edwards et al., 2009).
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Figura INT6. Regiones Mpf. Representacion de regiones trb A) y virB B) de plasmidos e islas
simbidticas de distintas bacterias del orden Rhizobiales.

La region de transferencia de las islas simbioticas de M. loti R7A y MAFF303099
también presenta ciertas similitudes con la region trb del pTiC58. Ambas islas portan un
operon trb practicamente completo, con la excepcion de los genes implicados en el sistema de
regulacion de la transferencia tral y traR (los cuales se localizan en otro lugar distante en
ambas islas), y no presentan homologos a los genes trbK y trbH (Figura INT6A). Aunque
trbK no es esencial para la transferencia de pTiCS8, trbH si lo es. Ademas del sistema trb, la

isla de M. loti R7A también porta un sistema VirB (Figura INT6B). Ya que al menos la isla de
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M. loti R7A parece ser autoconjugativa, la ausencia de trbH no parece ser un problema en la
transferencia de dicha isla simbidtica. Aunque el Mpf de estas islas simbidticas es similar al
del plasmido pTiC58, sus regiones Dtr son muy diferentes al de éste. Ambas islas presentan
un gen homologo a traG, pero alejado de la hipotética region Dtr, formada por 5 genes
(msil06-msill10) incluyendo traF, en la isla de M. loti R7A (Figura INTS5). La funcion de la
mayoria de estos genes es desconocida aunque msil06 presenta cierta homologia con VirD2,
relaxasa implicada en la transferencia del ADN-T de pTiC58, por lo que ha sido propuesta
como la hipotética relaxasa de esta isla simbiotica (Sullivan et al., 2002). Esta region Dtr se
encuentra presente de forma analoga en pMLDb y en la isla simbidtica de la cepa MAFF303099
aunque en este ultimo caso esta region parece estar interrumpida por el gen de una
transposasa. Fuera de la isla simbidtica MAFF303099, se localizan genes que presentan
homologias con otros genes de transferencia, tales como traA (mll0964 y mll5729) y traD
(ml10965).

5.3. Mecanismos de regulacién de la transferencia conjugativa

Como ocurre en casi todos los procesos bioldgicos mas o menos complejos que
conllevan un gasto de energia considerable, los sistemas de transferencia conjugativa suelen
presentar un sistema de regulacion que permite minimizar el coste metabolico del hospedador,
asi como optimizar las ventajas adaptativas de la transferencia. El conocimiento de estos
circuitos regulatorios es crucial para determinar las relaciones existentes entre las condiciones
ambientales y la eficiencia de transferencia genética conjugativa.

Las dificultades en el estudio de la transferencia de plasmidos de rizobios estan
principalmente ligadas a las bajas frecuencias relativas de la transferencia de plasmidos
observadas en condiciones de laboratorio. Sin embargo, los datos derivados del anélisis de
secuencias de genomas, junto con datos experimentales permiten predecir el funcionamiento
de la transferencia de plasmidos. La organizacion de los genes de los sistemas conjugativos de
los rizobios son en muchos casos similares a los descritos para el pldsmido pTi de A.
tumefaciens, lo cual no de extranar dato que esta bacteria también pertenece a la familia

Rhizobiaceae.
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5.3.1. Regulacién del pldsmido Ti de Agrobacterium tumefaciens

El plasmido Ti codifica dos sistemas de transferencia de ADN. El sistema vir, que
transfiere el ADN-T a células vegetales (unas 20 Kb del plasmido Ti) y el sistema tra/trb,
responsable de la transferencia del plasmido Ti entre bacterias (Clewell, 1993). Existen dos
tipos de plasmidos Ti que han sido bien estudiados: el tipo nopalina/agrocinopina (por
ejemplo, pTiC58) y el octopina/manitilopina (por ejemplo, pTiR10). Ambos tipos presentan
sistemas de transferencia virtualmente idénticos, cuyos componentes han demostrado ser

funcionalente intercambiables (Cook y Farrand, 1992; Cook et al., 1997).

5.3.1.1.- Regulacién del sistema de transferencia conjugativa

A. tumefaciens posee un sistema de conjugacion regulado por quorum-sensing muy
bien estudiado en el plasmido inductor de tumores pTi (Farrand, 1998). Se denomina quorum-
sensing al fenémeno por el cual una poblacidon bacteriana es capaz de regular actividades
celulares en respuesta a la densidad de poblacion. Algunos ejemplos bien caracterizados
incluyen bioluminiscencia, expresion de factores de virulencia, formacion de biofilms, sintesis
de exopolisacaridos y transferencia de plasmidos (Ding y Hynes, 2009). En proteobacterias, la
forma mds comin de quorum-sensing es mediada por moléculas conocidas como N-acil-
homoserina lactonas (AHLs). Los grupos acilo en dichos compuestos permiten la
especificidad de distintos sistemas quorum-sensing. En A. tumefaciens, la AHL sintasa Tral
dirige la sintesis del autoinductor N-3-oxo0-octanoil-L-homoserina lactona (3-oxo-C8-HSL). A
baja densidad de poblacion, la 3-oxo-C8-HSL difunde fuera de las células y se diluye
rapidamente. Cuando la densidad de poblacion aumenta, la 3-oxo-C8-HSL se acumula
intracelularmente, se une a TraR que se activa y actia como un activador transcripcional de la
transcripcion de genes diana incluyendo traAFB, traCDG, los operones tral-trb, los genes rep
y traM (Farrand, 1998: McAnulla et al., 2007).

TraR es un miembro de la familia LuxR, formada por activadores de la transcripcion
génica que son activados por AHLs. La regulacion de TraR es compleja y ocurre a nivel de
transcripcion, plegamiento de proteinas, resistencia a proteolisis y formacion de estructuras
cuaternarias con otras subunidades de TraR. Ademas del sistema de quorum-sensing, la
transferencia del plasmido Ti requiere la presencia de las opinas secretadas por la planta. Las
opinas, cuya biosintesis estd codificada por el ADN-T transferido de la bacteria a la planta

durante la infeccion, ademas de servir como nutrientes para el desarrollo de la poblacion
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bacteriana, también sirve como sefial quimica para activar la transferencia conjugativa del
plasmido. Por tanto, la activacion de la expresion de tral por los complejos TraR-3-oxo C8
HSL representan una retroalimentacion positiva, como se describe para otros sistemas tipo
LuxR-LuxI (Whitehead et al., 2001).

En los plasmidos Ti tipo nopalina, traR es el cuarto gen en el operdén de 5 genes arc
que se transcribe divergentemente desde el operén acc (Beck von Bodman et al., 1995). El
regulador transcripcional AccR estd codificado por el primer gen del operon acc. Los otros
miembros del operén son requeridos para el catabolismo de las opinas, la agrocinopina A y B.
En presencia de agrocinopina A o B, la represion de los operones arc y acc por AccR es
menor, resultando la transcripcion de todos los genes de estos operones, incluyendo a TraR
(Beck von Bodman et al., 1992; Piper et al., 1999).

En los plasmidos Ti tipo octopina, la opina conjugativa es octopina. La octopina se
une a su diana intracelular, el regulador transcripcional OccR, resultando en la activacion del
operon occ (Fuqua y Winans, 1996). El gen traR esta en el extremo distal de este operdn,
mientras que algunos genes necesarios para la captacién y catabolismo de las opinas se
localizan aguas arriba de traR (Fuqua y Winans, 1996). Cuando traR se expresa desde un
promotor constitutivo, la conjugacion ya no requiere octopina. Por tanto, la regulacion de la
expresion de traR por OccR explica completamente el requerimiento de octopina para la
conjugacion del plasmido Ti (Figura INT7).

El control de la expresion por opinas, por tanto, ha evolucionado independientemente
en estos dos tipos de plasmidos Ti. Los genes del operon arc y occ no son similares, excepto
para traR. Ademas, traR es el unico gen en cada uno de estos operones que se requiere para la
conjugacion (Fuqua y Winans, 1996; Piper, 1999).

Los reguladores de los operones ocC y arc son también diferentes. OccR es un
activador transcripcional tipo LysR, que se une al promotor de ADN tanto en presencia como
en ausencia de sefial inductora (Wang et al., 1992). El ligando se une a proteinas tipo LysR y
el resultado es un cambio en el dngulo de curvatura en el ADN hacia una curvatura mas
relajada, permitiendo a la ARN polimerasa unirse al promotor (Schell 1993; McFall et al.,
1998). Se ha demostrado in vitro que en respuesta a octopina se produce una union directa
entre OccR y el promotor y se produce un cambio de conformacién de ADN-OccR (Wang et

al.,, 1992). Por el contrario, AccR es parecido a un represor Lac: la union de sefales
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inductoras a esta proteina produce un cambio conformacional que perturba su union al ADN,
lo que produce desrrepresion de la expresion génica (Lewis 2005).

Existen evidencias de que TraR es una proteina no estructurada y requiere de 3-oxo-
C8 HSL para estabilizarse y acumularse in vivo. Cuando TraR se sobreexpresa fuertemente en
E. coli o A. tumefaciens se acumula, pero forma cuerpos de inclusion insolubles. Los datos
que se describen arriba sugieren que si se induce la produccion de 3-oxo-C8-HSL, TraR se
estabiliza en la célula y puede activar la transcripcion de genes diana (Zhu y Winans, 1999,
2001). Sin embargo, la actividad de complejos estables de TraR-3-oxo-C8-HSL puede ser
todavia inhibida directamente por las proteinas TraM y TrlR. Una mutaciéon que anule al gen
traM produce una hiperconjugacion del plasmido pTi a baja densidad de poblacion (Piper y
Farrand, 2000). El efecto de anti-activacion de TraM se produce mediante la interaccion
proteina-proteina directa con los complejos TraR-3-oxo-C8 HSL (Hwang et al., 1999;
Swiderska et al., 2001). TraM inhibe a TraR mediante una interaccion proteina-proteina que
ocurre entre las regiones C-terminales de ambas proteinas. Existen varios estudios para
explicar la forma en que TraM recluta a TraR aunque atin no ha quedado del todo claro. Los
estudios llevados a cabo por Cheng y colaboradores (2004) sugieren que los monoémeros de
TraR se unen a uno o dos monomeros de TraM, mientras que los resultados de otro estudio
(Vanini et al., 2004) indicarian que dos dimeros de TraR se unen a dos dimeros de TraM. En
los plasmidos tipo nopalina y tipo octopina, se ha demostrado que el gen TraM se activa por
TraR en presencia de 3-oxo-C8-HSL, lo que resulta en un sistema de retroalimentacion
negativa (Fuqua et al., 1995; Hwang et al., 1995).

El gen trIR se piensa que se formé originariamente por un evento de duplicacion del
gen traR (Oger et al., 1998). Es igual a TraR excepto por un cambio en el marco de lectura
aguas arriba del dominio C-terminal de union a ADN. La similitud de los extremos N-
terminales de ambas proteinas sugiere que la inactivacion de TraR se produciria por la
formacion de heterodimeros (que podrian tener un solo dominio de uniéon de ADN en vez de
dos). Como TraR, TrIR requiere 3-oxo-C8-HSL para su solubilizacién, y se han visto
heterodimeros inactivos de TrlR-TraR in vitro usando proteinas purificadas (Chai et al.,
2001). Sin embargo, se han identificado en varios plasmidos Ti tipo octopina genes idénticos
a trIR, lo que indica que la alteracion del gen no es un artefacto producido en el laboratorio

(Zhu y Winans, 1998).
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Figura INT7. Modelo de sistema de quorum-sensing en plasmidos Ti tipo octopina. El gen traR es
transcrito en respuesta a octopina y se une a 3-oxo-C8 HSL, la sefial de quorum-sensing producida por Tral. Los
complejos TraR-3-0x0-C8 HSL activan la transcripcion de traM y los operones tra, trb y rep del plasmido Ti.
Los complejos TraR-3-0xo-C8 HSL pueden ser inactivados a través de interacciones directas con TraM y TrlR.
La transcripcion de trlR es activada por MocR en respuesta a manopina. Extraido de White y Winans (2007).

5.3.2. Regulacion de la transferencia conjugativa en Rhizobium

Se han descrito varios pSyms con capacidad autoconjugativa tales como los plasmidos
pRL1JI (Johnston et al., 1978) y pRL5JI (Brewin et al., 1980) de R. leguminosarum bv.
viciae, el plasmido pSymS5 de R. leguminosarum bv. trifolii (Hooykaas et al., 1981) y pRP2JI
de R. leguminosarum bv. phaseoli (Lamb et al., 1982). En otros casos las frecuencias de
transferencia son practicamente indetectables (10™), como es el caso del plasmido pNGR234a
(Freiberg et al., 1997; He et al., 2003). Se ha visto que en los plasmidos cripticos la capacidad
autoconjugativa es mas patente, como es el caso de los plasmidos pRL8JI y plJ1001 de R.
leguminosarum 300 (Johnston et al., 1982), pRIeVF39a y pRIeVF39b de R. leguminosarum
bv. viciae VF39 (Hynes et al., 1988), pRme41a de S. meliloti Rm41 (Huguet et al., 1983),
pRmeGR4a de S. meliloti GR4 (Mercado-Blanco y Olivares, 1993) y el plasmido
pRetCFN42a de R. etli CFN42 (Brom et al., 2000). También se ha visto que alguno de estos

plasmidos pueden favorecer la transferencia de otros pldsmidos presentes en la misma cepa
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mediante procesos de cotransferencia, como es el caso del plasmido pRmeGR4a, que puede
movilizar al plasmido pRmeGR4b (Mercado-Blanco y Olivares, 1993; Herrera-Cervera et al.,
1996) o el plasmido pRetCFN42a de R. etli CFN42 el cual cotransfiere al plasmido simbidtico
de la cepa mediante un proceso de cointegracion entre ambos plasmidos (Brom et al., 2000;
Tun-Garrido et al., 2003).

En cuanto a la transferencia de las islas simbiodticas, se ha detectado tanto en
condiciones naturales como en laboratorio la transferencia de la isla simbidtica de M. loti R7A
(Sullivan et al., 1995; Sullivan y Ronson, 1998), no habiéndose detectado la transferencia
conjugativa de otros elementos tales como la isla simbiotica de B. japonicum USDA110, de la
cual se piensa que ha perdido su capacidad conjugativa (Kaneko et al., 2002). En los
mesorizobios que forman simbiosis con Biserrula, los genes simbidticos se encuentran en una
isla simbidtica movil que se integra en un gen que codifica el ARNt de la fenilalanina
(Nandasena et al., 2006), mientras que no se encontr6é en M. ciceri. Ademas, la isla simbiotica
de los mesorizobios de Biserrula contiene un gen que codifica un fago P4-como integrasa
(intS) que es responsable de la escision y la insercion de las islas de simbiosis (Nandasena et
al., 2006)

Los megaplasmidos e islas simbioticas de estas bacterias, salvo excepciones, no suelen
presentarse como elementos autoconjugativos en condiciones de laboratorio, o su
transferencia ocurre a frecuencias muy bajas. Esto se puede explicar por la existencia de
sistemas de regulacion de la transferencia. Los plasmidos de los rizobios se dividen en dos
grupos dependiendo de la regulacién de su transferencia conjugativa. El primer grupo
incluiria a los plasmidos regulados por sistemas de quorum-sensing, donde encontramos
plasmidos como pRetCFN42a (el plasmido mas pequefio de la cepa CFN42 de R. etli),
pRL1JI (plasmido simbidtico de la cepa 248 de R. leguminosarum) o pNGR234a (plasmido
de menor tamafio de la cepa NGR234 de Rhizobium sp.). El segundo grupo lo componen
aquellos plasmidos regulados por RctA: pRetCFN42d (el pSym de R. etli), pATC58 de A.
tumefaciens y pSymA de S. meliloti 1021 (Pérez-Mendoza et al., 2005). Ding y Hynes (2009)
proponen un tercer grupo de plasmidos conjugativos, en el que se incluyen los siguientes
plasmidos: pRL10, pRL11, PRL12JI, pRleVF39d, pRIeVF39¢ y pRleVF39f (todos ellos de R.
leguminosarum bv. viciae) que podrian ser diferentes a los dos tipos conocidos de plasmidos
conjugativos en términos de regulacion y organizacion, si bien no existen datos

experimentales que apoyen dicha hipotesis. Recientemente, Ding y colaboradores (2013) han
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llevado a cabo la caracterizacion de un cuarto sistema de conjugacion de plasmidos rizobiales,
en el que se encontraria el plasmido pRlIeVF39b de R. leguminosarum bv. viciae, y que seria
autotransmisible. Parece haber una cierta correlacion entre el tipo de sistemas de transferencia
que se encuentra en un pldsmido de rizobios y otros atributos del plasmido como su tamano,
su grupo de incompatibilidad o los genes que porta (Crossman et al., 2008). Ninguno de los
plasmidos tipo III son autotransmisibles, debido a la falta de un componente Mpf. Anélisis
filogenéticos muestran que las relaxasas de pSmeLPU88b de S. meliloti LPU88, pSmed03 de
S. meliloti WSM419, pSmeGR4a de S. meliloti GR4, pSmeSM11c de S. meliloti SM11 y
pRIeVF39b de R. leguminosarum bv. viciae VF39SM forman un grupo filogenético diferente
y por tanto fueron llamados relaxasas tipo IV (Giusti et al., 2012). pR1eVF39b, a diferencia de
pRIeVF39a, no porta ninglin sistema de conjugacion similar a pRL8JI de R. leguminosarum
3841. Los requerimientos necesarios para la transferencia de pRleVF39b son un set completo
de genes del Mpf, un gen traG, una relaxasa traA, todos ellos necesarios para la transferencia
conjugativa del plasmido. Ademads parece tener dos posibles origenes de transferencia dentro
de ésta agrupacion de genes. Ademas, se ha encontrado un gen regulador trbR que reprime la
expresion de genes y, por tanto, la transferencia conjugativa (Ding et al., 2013).

Ademas de la transferencia de plasmidos dependiente de quorum-sensing o del sistema
RctA/RctB, se ha descrito que la transferencia de ciertos plasmidos de rizobios puede ser
dependiente de otros factores, como factores nutricionales. Un ejemplo de esto se encuentra
en la transferencia de plasmidos no simbioticos de S. meliloti GR4, cuya transferencia esta
regulada por amonio. Se ha determinado que la transferencia del pldsmido pRmeGR4a y
vinculada a éste la del plasmido pRmeGR4b, se inhibe en presencia de amonio (Herrera-
Cervera et al., 1996). Esta inhibicion no parece deberse a un efecto sobre el crecimiento del
donador o del receptor, ni parece afectar a la transferencia de otros plasmidos. El efecto
inhibitorio ejercido por el amonio parece actuar a nivel del receptor ya que s6lo ha sido
observado cuando se usa como receptor S. meliloti, no viéndose efecto alguno cuando el

receptor es A. tumefaciens (Herrera-Cervera et al., 1996).

5.3.2.1. Sistemas conjugativos regulados por quorum-sensing

La isla simbiotica de M. loti R7A contiene genes para el establecimiento de una
simbiosis fijadora de nitrogeno y es considerada como un elemento integrativo y

autotransferible por conjugacion. Se han definido recientemente un conjunto de islas
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genodmicas moviles, denominandolas “elementos integrativos y conjugativos o ICEs” (Burrus
et al., 2002; Burrus y Waldar, 2004), que son capaces de escindirse desde el cromosoma y
transferirse a células receptoras mediante conjugacion y (re)integrarse en un sitio especifico
tanto en el donador como en el receptor. Las 502 Kb de la ICE de M. loti se insertan aguas
arriba del gen phe-tRNA en el cromosoma de M. loti y esta flanqueada por repeticiones
directas de 17 pb que representan la secuencia central del sitio de integracion (Sullivan y
Ronson, 1998). La isla simbi6tica ICEMISym"’* contiene 400 marcos abiertos de lectura
(ORF), incluyendo un gen en su extremo izquierdo intS que codifica una integrasa parecida al
fago P4 requerida para la integracion y escision de la isla (Sullivan et al., 2002; Ramsay et al.,
20006).

Como otras ICEs, ICEMISym"™* se escinde del genoma y forma un intermediario
circular previo a la transferencia conjugativa. Para una escision y transferencia conjugativa
eficientes se requiere la codificacion por parte de ICEMISym®* de una serie de factores de
direccionalidad RdfS asi como de IntS (Ramsay et al., 2006). Existe un agrupamiento de
genes conservados que contiene homodlogos a los genes RdfS junto con genes que codifican
homologos de TraF y la relaxasa RIxS en muchas supuestas islas gendémicas en o y f-
Proteobacterias (Ramsay et al., 2006). Muchas de estas islas contienen también un cluster de

genes trb con la misma organizacién que el cluster trb encontrado en ICEMISym®’*

(Sullivan
et al., 2002; Toussaint et al., 2003; Ramsay et al., 2006) que se requiere para la transferencia
conjugativa.

La porcion de células en las que se escinde ICEMISym®"* durante el cultivo en medios
de cultivo de laboratorio varia dependiendo de la fase de crecimiento, siendo mayor en fase
estacionaria (Ramsay et al., 2006). Esta observacion sugiere que la escision debe regularse en
respuesta a fase de crecimiento o densidad celular. ICEMISym®’* codifica un hipotético gen
de la familia LuxR, que se denomina traR, y dos hipotéticas AHL sintasas trall y tral2
(Sullivan et al., 2002), que muestran homologia con las proteinas TraR y Tral de A.
tumefaciens y R. leguminosarum bv. viciae que regulan la transferencia de plasmidos via
quorum-sensing (White y Winans, 2007; Danino et al., 2003). Los genes traR y tral2 se
localizan aguas arriba y en la misma orientacion como dos hipotéticos ORF, msil72 y msil71,
mientras que el gen trall se localiza a 162 Kb en un operéon monocistronico (Sullivan et al.,

2002). Si introducimos un plasmido que expresa traR y tral2 en M. loti R7A, se produce un

100% de escision de ICEMISym®"™ de las células y se produce un aumento de la produccion
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de AHL, lo que sugiere que la escision se regula por quorum-sensing (Ramsay et al., 2009).
Si se introduce traR solo en un plasmido se produce el 100% de escision y se aumenta 1000
veces la sintesis de 3-oxo-C6-HSL. Ambos fenotipos son dependientes de la presencia de una
copia funcional de trall.A su vez, la actividad de TraR es inhibida por el antiactivador QseM,
codificado en el operon qseCM, cuya expresion es regulada por QseC (Ramsay et al., 2013).
gseCM podrian representar un conmutador bimodal, presente en muchas otras ICEs y
plasmidos, que restringe la capacidad de excision de la ICE a una pequeia proporcion de
células de la poblacion bacteriana (Ramsay et al., 2013), lo que explica que en condiciones de
laboratorio, los niveles de excision y transferencia de la ICE sean generalmente bajos.

Como se comentd anteriormente, en R. leguminosarum bv. viciae existen al menos 4
genes responsables de la produccion de 4 N-acil-homoserina lactonas diferentes. Los genes
cinl y rail presentan una localizacion cromosdmica, mientras que rhil y tral se localizan en
pRL1JI (el plasmido simbidtico de la cepa; Lithgow et al., 2000). Cinl es responsable de la
produccion de N-(3-hidroxi-7-cis-tetra-decenoil)-L-homoserina lactona (30H-C14-HSL), y su
expresion esta regulada por CinR (Lithgow et al., 2000; Wisniewski-Dye” et al., 2002). Cinl y
CinR parecen encontrarse en la zona alta del sistema regulador activando la produccion del
resto de N acil-homoserina lactonas. Se ha demostrado que la presencia del plasmido
simbidtico pRL1JI reduce la expresion de cinl. Sin embargo, son necesarias mutaciones en
cinl tanto en el donador como en el receptor para ocasionar una reduccion drastica en la
frecuencia de transferencia del plasmido simbidtico de la cepa (desde 107 a 10°; Lithgow et
al., 2000). rail y raiR son necesarios para la produccion de N-acil-homoserina lactonas. Se
localizan adyacentes a los genes dad (implicados en el catabolismo de la D-alanina). RaiR es
un regulador de quorum-sensing tipo LuxR, necesario para la expresion de rail. El gen raiR se
expresa a un nivel basal, posiblemente desde un promotor constitutivo, y su expresion se
incrementa bajo la influencia del promotor de rail, situado aguas arriba. Los genes cinl y cinR
influyen en la expresion del gen rail (mutantes en dichos genes hacen caer sus niveles de
expresion). Por tanto, los genes railR y cinlR forman parte de un complejo regulatorio que
interviene en la biosintesis de N-acil-homoserina lactonas en R. leguminosarum bv. viciae
(Wisniewski-Dye” et al., 2002). Se requiere un regulador tipo LuxR para aumentar la
expresion de raiR y RaiR se necesita para inducir a rail. Si la expresion de raiR (y rail) se
reduce en mutantes de quorum-sensing en los genes cinl y cinR, se podria pensar que la falta

de N-acil-homoserina lactona sintetizada por Cinl es la causa, pero si se afiade, no se mejora
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la expresion. La baja expresion de raiR en mutantes en cinl y CinR se une a la pérdida de
expresion de cinS, situado inmediatamente aguas abajo a cinl. El gen cinS actta por induccion
de raiR y rhiR, aguas abajo de expR. Ejerce su induccion uniéndose al regulador
transcripcional PraR, que reprime la expresion de los genes raiR y rhiR. PraR se une a los
promotores de raiR y rhiR y CinS desplaza a PraR de esos promotores activando la
transcripcion de los genes (Frederix et al., 2011). ExpR induce la expresion de los genes raiR
y rhiR reprimiendo la transcripcién de praR (Frederix et al., 2011). Ademas, CinS y ExpR
actiian incrementando los niveles de PhyB (exopolisacarido glicanasa), alterando la superficie
bacteriana. CinS se conserva en otros rizobios, incluyendo a R. etli y es necesario para
swarming (Edward et al., 2009).

La transferencia de pRL1JI depende del operdn tral-trbBCDEJKLFGHI presente en
este plasmido. Aguas abajo de este operon se localiza bisR, asi como un homoélogo a traR
(Wilkinson et al., 2002). Tral es una acil-homoserina lactona sintetasa que produce 30-Cs-
HSL, mientras que BisR y TraR son los reguladores del sistema. BisR es un represor de cinl y
por tanto reduce la produccion de 30H-C4-HSL; por otra parte, TraR activa el operon tral-
troBCDEJKLFGHI en presencia de 30H-Ci4-HSL (producido por Tral), y por tanto la
transferencia conjugativa de pRL1JI (Wilkinson et al., 2002). Recientemente se ha puesto de
manifiesto el importante papel que desempena el receptor en este sistema de regulacion a
través de BisR. De esta forma, los potenciales receptores estarian produciendo altos niveles de
30H-C,4-HSL (debido a la ausencia de pRL1JI y por tanto de BisR, el cual inhibiendo a cinl
disminuye los niveles de 30H-C,4-HSL). Esto generaria una activacion de la expresion de
traR cuyo producto activaria el operon tral-trbBCDEJKLFGHI y por tanto la transferencia
del plasmido. Sin embargo, en ausencia de potenciales receptores, los niveles de 30H-Cs-
HSL en el donador son bajos, lo que en tltima instancia mantiene inhibida la transferencia del
pRL1JI. TraM cooperaria con esta inhibicion de la transferencia en ausencia de receptores
adecuados, cuando existen bajos niveles de TraR, probablemente interaccionando
directamente con esta proteina ¢ impidiendo la activacion del operon tral-troBCDEJKLFGHI
(Danino et al., 2003).

El plasmido pNGR234a presenta un sistema de regulacion dependiente de quorum-
sensing analogo al de A. tumefaciens, con la presencia de los genes tral, traR y traM
localizados cerca de los genes trb. Sin embargo, aunque algunos operones tales como traCDG

y tral-trb son fuertemente activados por TraR en condiciones inductoras, no se ha detectado la
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activacion del operon traAFB por esta proteina. De hecho, aunque aparentemente este
plasmido es autoconjugativo (Freiberg et al., 1997), dicha capacidad es dificil de reproducir
en condiciones de laboratorio (He at al., 2003).

En R. etli CFN42, pRetCFN42a presenta un sistema de regulacion de la
transferencia de tipo quorum-sensing, con la presencia de los genes tral, traR, cinR y traM.
La expresion de los genes tra/trb depende de la accion de TraR y CinR, asi como de la
presencia de una acil-homoserina lactona (30-Cs-HSL) sintetizada por Tral. Aunque la
expresion de traR es constitutiva, la expresion de CinR depende de la funcionalidad del gen
tral. No se detecta expresion del gen traM en condiciones experimentales, por lo tanto parece
que la transferencia conjugativa de p42a esta desrreprimida, lo que podria explicar su alta tasa
de transferencia en condiciones de laboratorio (Tun-Garrido et al., 2003).

En la cepa de S. meliloti AK631, el plasmido autoconjugativo pRm41a porta un locus
traR/traM, que aparentemente participa en la regulacion de su propia transferencia mediante
quorum-sensing. Aguas arriba de estos genes se localizan homologos de al menos trbl y trbH,
lo que sugiere la existencia de una organizacién similar a la encontrada en pTiC58 y

pNGR234a (Marketon y Gonzélez, 2002).

5.3.2.2. Sistemas conjugativos regulados por el sistema RctA

Tal y como se ha expuesto, el control por quorum-sensing de la transferencia
conjugativa de plasmidos en rizobios parece ser bastante comun. Sin embargo, esto no
significa que sea el Unico sistema de regulacion de la transferencia en este grupo bacteriano,
ya que algunos plasmidos simbioticos que carecen de un sistema tipo quorum-sensing, tales
como los de S. meliloti y R. etli, presentan un hipotético sistema conjugativo completo. A
pesar de ello, la transferencia conjugativa de estos plasmidos simbidticos no se observa en las
condiciones habituales de laboratorio. En el caso particular de R. etli, la transferencia del
plasmido simbidtico p42d fue por mucho tiempo considerada como un fenémeno de
cointegracion con el plasmido criptico autotransmisible p42a (Tun-Garrido et al., 2003). La
demostracion de la funcionalidad de la region mob y la identificacion del gen yp028 (rctB)
como un posible activador de la transferencia conjugativa, llevo a la primera evidencia de que
este plasmido es autotransmisible (Pérez-Mendoza et al., 2004). Asi mismo, se identifico otro
gen, IctA, como elemento esencial de un sistema regulador que mantendria silenciada la

transferencia conjugativa del plasmido simbidtico de R. etli en condiciones de laboratorio
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(Pérez-Mendoza et al., 2005). RctA es requerida para mantener niveles bajos de expresion de
los genes de la transferencia conjugativa en este plasmido. Al contrario que los genes de
transferencia, la expresion de rctA en condiciones de laboratorio es alta y parece ser
autorregulada positivamente, como se deduce de los bajos niveles de expresion observados en
un mutante RctA’.

El producto del gen rctA pertenece a la subfamilia de proteinas con un dominio de
union a ADN en “hélice alada” (winged-helix), la cual incluye un nimero de activadores y
represores transcripcionales. El hecho de que el plasmido p42d mutado en el gen rctA muestra
autotransmisibilidad a altas frecuencias, indica que la conjugacion del plasmido simbidtico
puede ser llevada a cabo sélo en condiciones que conducen a la inactivacion del producto del
gen ICtA o a una reduccion de la expresion del mismo. Este parece ser un requerimiento para
que ocurra la expresion de los genes implicados en transferencia conjugativa, traA y traCDG,
asi como de los genes VirB que codifican el sistema Mpf. El gen rctA se transcribe
divergentemente al operdn VirB, y su producto se une al promotor del operdn VirB, en el que
son claves un motivo de 9 pb de la region espaciadora y la region -10, interfiriendo asi con la
unién de la ARN polimerasa y disminuyendo la transcripcion de los genes virB. Otra forma de
regulacion es la que se produce mediante la interferencia de los transcritos que emanan del
promotor de VirB y que modulan la expresion del gen rctA (Sepulveda et al., 2008).
Por otra parte, el gen rctB desempefia una importante funcion dentro de este proceso
regulador, de manera que la accion represora de rctA se ve reducida en condiciones donde la
expresion de rctB se ve aumentada, conduciendo a un incremento de la expresion de los genes
de transferencia. Se desconoce si el producto de rctB reprime directamente la transcripcion
del gen rctA o si interfiere con la actividad de su producto proteico. No obstante, los datos
acumulados han permitido proponer un modelo de trabajo para la regulacion de la
transferencia conjugativa del plasmido simbidtico de R. etli (Figura INT8) (Pérez-Mendoza et
al., 2005). Se hipotetizd que bajo condiciones no favorables para la conjugacion, como por
ejemplo las presentes en medios de laboratorio, la alta expresion de rctA permite a la célula
mantener bajos niveles de expresion de los genes de transferencia conjugativa, de manera que
la conjugacion del plasmido no ocurre. Bajo condiciones favorables aunque desconocidas, la
expresion de rctB se incrementaria, conduciendo asi a una reduccion de la expresion de rctA
y/o de la actividad de su producto, lo cual resultaria en la expresion de las funciones de

transferencia conjugativa y en la transferencia del pSym.
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Figura INT8. Modelo de regulacion de la transferencia conjugativa del plasmido simbidtico
p42d de R. etli CFN42. Extraido de Pérez-Mendoza et al. (2005).

También se ha demostrado que la transferencia del pSymA de S. meliloti esta sujeta a
una represion dependiente de rctA en condiciones de laboratorio, por un mecanismo
probablemente similar al encontrado para p42d. De igual modo que para el pldsmido
simbiodtico de R. etli, el plasmido simbidtico de S. meliloti es autoconjugativo unicamente bajo
determinadas condiciones, hasta el momento desconocidas, que conllevarian una inhibicién

de la actividad de RctA (Pérez-Mendoza et al., 2005).
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OBJETIVOS






El uso de inoculantes microbianos para mejorar la nutricion de los cultivos, el control
bioldgico de enfermedades o la biorremediacion de suelos contaminados, constituyen
tecnologias de gran interés por su impacto positivo sobre la sustentabilidad agricola y su
caracter respetuoso con el medio ambiente. Sin embargo, la liberacion masiva de
microorganismos al medio ambiente no esta exenta de riesgos. Un posible perjuicio seria el
impacto que estos inoculantes producirian en las poblaciones microbianas nativas. Por otro
lado, el posible uso de microorganismos modificados genéticamente plantea un debate ético
en relacion a las posibilidades de transferencia genética horizontal desde ciertos productos
biotecnoldgicos y su impacto sobre la salud y el medio ambiente.

La transferencia genética horizontal entre microorganismos es un fenémeno bien
reconocido como generador de biodiversidad en cualquier ecosistema, aunque en el caso de
productos biotecnologicos sus efectos no han sido bien estudiados. La posibilidad de
transferencia genética entre los inoculantes y las poblaciones microbianas nativas es un
fendmeno poco explorado que plantea gran incertidumbre en relacion a su potencial impacto
sobre la biodiversidad existente, sobre la fertilidad de los suelos e incluso sobre la eficacia a
largo plazo de dichos inoculantes. Todo esto, unido al cada vez mas amplio abanico de
microorganismos, bacterias y hongos, que se emplean como inoculantes en agricultura, genera
una gran inquietud sobre el potencial impacto ambiental de su aplicacion. En cualquier caso,
puesto que no es posible determinar el posible impacto de la liberacién de microorganismos
en todos los ambientes, parece mas razonable disefiar sistemas de contencion de este
fendmeno, que impidan o al menos minimicen las posibilidades de transferencia genética.
Para ello, es necesario primero conocer como se regulan los mecanismos de transferencia
conjugativa en estos inoculantes.

La presencia de plasmidos de elevado peso molecular es un hecho generalizado en
bacterias pertenecientes a la familia de las Rhizobiaceas, bacterias que se emplean como
inoculantes para la mejora de cultivos de leguminosas. Los plasmidos son considerados como
eficientes vehiculos de transferencia de genes desde inoculantes de Rhizobium hasta
poblaciones nativas del suelo. Se han obtenido datos de cepas no simbiéticas de Rhizobium
aisladas del suelo, que obtuvieron la capacidad simbioética tras adquirir un plasmido o una isla
simbidtica donados por rizobios inoculantes, mediante procesos conjugativos. La adquisicion
de esta nueva capacidad determina un cambio drastico en los habitos de vida de las bacterias,

al poder colonizar un nuevo nicho ecoldgico tan exclusivo como son los nddulos de las
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leguminosas. Entre otras consecuencias, la dispersion de estos elementos conjugativos puede
provocar que los nuevos simbiontes pasen a ser competidores del inoculante por establecerse
en simbiosis con la planta hospedadora, lo que en determinadas situaciones puede conllevar
una reduccion de la eficacia tecnoldgica de la inoculacion.

Todas las cepas de la especie Sinorhizobium meliloti tienen su genoma distribuido en
al menos 3 replicones: un cromosoma y 2 megaplasmidos, pSymA y pSymB, necesarios para
el establecimiento de simbiosis fijadoras de nitrégeno con alfalfa (Medicago sativa). Hasta
muy recientemente se pensaba que dichos megaplasmidos no eran capaces de transferirse
conjugativamente, sobre todo debido a su elevado tamafio (superior a 1 Mb) y a que nunca se
habia podido observar dicha capacidad en el laboratorio. No obstante, Pérez-Mendoza y
colaboradores (2005) determinaron que en realidad la capacidad conjugativa del pSymA se
encuentra reprimida en las condiciones habituales de cultivo en el laboratorio, e identificaron
el gen rctA de dicho plasmido como responsable de tal inhibicion, en un proceso analogo al
que reprime la conjugacion del plasmido simbidtico de Rhizobium etli. Dichos autores
sugirieron ademas la existencia de una hipotética cascada regulatoria, encargada de la
desrrepresion del sistema de conjugacion del plasmido pSymA en respuesta a hipotéticas

sefiales o condiciones ambientales favorables para la transferencia conjugativa.
Con estos antecedentes, los objetivos en esta tesis doctoral han sido:
1) Determinar si el plasmido pSymB de S. meliloti 1021 también posee capacidad de
transferencia por conjugacion.

2) Identificar nuevos elementos de la ruta de transduccion de sefiales que regulan la

transferencia conjugativa del plasmido pSymA de S. meliloti 1201.
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MATERIAL Y METODOS






1. CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS

En las Tablas M1 y M2 se sefialan las cepas bacterianas de Sinorhizobium meliloti,

Rhizobium etli, Agrobacterium tumefaciens y Escherichia coli, asi como los plasmidos

utilizados en este trabajo, respectivamente, junto con sus caracteristicas mas relevantes.

Tabla M1. Cepas Bacterianas

Cepa

Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

Sinorhizobium meliloti

1021
SmAS818
A818::Gm
100TSS

1021RctA

1021RctAAvirB
100TSSHB
1021RctAHB
1021RctAAvirBHB
100TSSASMa0967
100TSSASMb20835
100TSSAvbp
100TSSAvbpHB
1021ASMa0967RctA
1021ASMb20835RctA
1021AvbpRctA
1021AvbpRctAHB
100TSSASMa0941
1021RctAASMa0941
1021SMa0907
1021RctASMa0907
1021RctR”
1021RctRQ1
1021RctRQ2
100TSSQ3

Cepa silvestre, Sm®

Derivada de 2011, curada de pSymA; Sm®
Derivada de A818 (pSymB::Gm); Gm"
Derivada de 1021 (otsA:: Sm/Spc); Sm®, Spc®

Derivada de 1021 (ArctA::Sm/Spc) ; Sm®, Spc®

Derivada de 1021RctA” (AvirB::Km) ; Km®
Derivada de 100TSS (pSymB::Gm) ; Gm®
Derivada de 1021RctA’, (pSymB::Gm) ; Gm"
Derivada de 1021RctAAvirB (pSymB::Gm); Gm"
Derivada de 100TSS (ASMa0967); Sm"®, Spc®
Derivada de 100TSS (ASMb20835); Sm®, Spc®
Derivada de 100TSS (ASMa0967, ASMb20835)
Derivada de 100TSSHB (ASMa0967, ASMb20835)
Derivada de 1021RctA” (ASMa0967); Sm"®, Spc®
Derivada de 1021RctA” (ASMb20835); Sm®, Spc®
Derivada de 1021RctA” (ASMa0967, ASMb20835)
Derivada de 1021RctAHB (ASMa0967, ASMb20835)
Derivada de 100TSS (ASMa0941); Sm®, Spc®
Derivada de 1021RctA” (ASMa0941); Sm®, Spc®
Derivada de 1021 (SMa0907::QKm); Km®
Derivada de 1021RctA” (SMa0907::QKm); Km®
Derivada de 1021 (SMa0955::Sm/Spc); Sm®, Spc®
Derivada de 1021RctR” (SMa0974::Gm); Gm®
Derivada de 1021RctR™ (SMa0956::QKm); Km"
Derivada de 100TSS (ASMa0950/53); Sm", Spc®

(Meade et al., 1982)
(Oresnik et al., 2000)
(Quandt et al., 2004)

(Dominguez-Ferreras
etal., 2009)

(Pérez-Mendoza et al.,

2005)
Tesis J.J Oliva

Este trabajo”
Este trabajo”
Este trabajo”
Este trabajo”
Este trabajo”
Este trabajo”
Este trabajo”
Este trabajo”
Este trabajo”
Este trabajo”
Este trabajo”
Este trabajo”
Este trabajo”
Este trabajo”
Este trabajo’
Este trabajo”
Este trabajo”
Este trabajo”
Este trabajo”
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Cepa Caracteristicas relevantes uente o referencia
1021RctRQ3 Derivada de 1021RctR” (ASMa0950/53); Sm®, Spc®  Este trabajo”
100TSSQ4 Derivada de 100TSS (ASMa0961); Sm®, Spc® Este trabajo”
1021RctRQ4 Derivada de 1021RctR” (ASMa0961); Sm®, Spc® Este trabajo’
1021RctRQ5 Derivada de 1021RctR (ASMa0956/50); Sm®, Spc®  Este trabajo”
Rhizobium etli

CE3 Cepa silvestre, derivado de CFN42; Sm® (Quinto et al., 1985)
CFNX195 Derivada de CE3 curada de pRetCFN42a,

pRetCFN42d::Km; Sm®, Km®

Agrobacterium tumefaciens

GMI9023

AtpRetd::Km
At Tn5.1

At pSymATn5.1

At pSymA Tn5.5

At pSymA Tn5.8

Escherichia coli

S17.1
DHS5a

Derivada de C58 curada de sus plasmidos

nativos; Sm® Rif*

Derivada de GMI9023 (pRetCFN42d::Km); Km"
Derivada de GMI9023 (pRetCFN42d::Tn5.1); Km®

Derivada de GMI9023 (pSymA Tn5.1);
Sm®, Riff Km®

Derivada de GMI9023 (pSymA Tn5.5)
Sm®, Rif* Km®

Derivada de GM19023 (pSymA Tn5.8)
Sm®, Rif® Km®

Thi, pro, recA, hsdR, hsdM, RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7

SupE44, DlacU169, f80, LacZDM, 5hsdR171, recAl,
endAl, gyrA96, thi-1, relAl

(Brom et al., 2000)

(Rosenberg y Huguet,
1984)

D. Mendoza EEZ

(Pérez-Mendoza et
al., 2005)
Este trabajo’

Este trabajo’

Este trabajo’

(Simon et al., 1983)

B.R.L.

* N N ., . .
Las estrategias seguidas para la obtencion de mutantes se encuentran ampliamente descritas en los Anexos de

los Capitulos I y II.

Tabla M2. Plasmidos

Plasmido Caracteristicas relevantes Fuente o referencia
pBSKS(+) Vector de clonacion; Ap® Stratagene
pGEM-T easy Vector de clonacion para productos de PCR; Ap® Promega
TOPO® XL PCR Vector de clonacion para productos de PCR; Km"® Invitrogen®
pHP45Q Plasmido portador de un gen de resistencia a Sm/Spc;  (Prentki y Krisch,
Ap®, Sm¥, Spct 1984)

58



Plasmido Caracteristicas relevantes Fuente o referencia
pMS255 Plasmido portador del gen aacC1; Ap®, Gm® (Becker et al., 1995)
pSUP202 Plasmido suicida; Tc®, Cm®, Ap® (Simon et al., 1983)
pK18mobSacB Vector suicida ; Km® (Schafer et al., 1994)
pRK2013 Plasmido movilizador derivado de RK2; Km® (Figursiki y Helinski,
1998)

pSUP2021 Derivado de pSUP202, portador de Tn5 (Simon et al., 1983)
pML122 Plasmido movilizable derivado de RSF1010, IncQ (Labes et al., 1990)
pJB3Tc19 Vector de clonacién derivado de pRK2, Mob';

TR, Apt (Blatny et al., 1997)
pTE3 Vector de clonacion IncP, con promotor (Egelhoff and Long,

del triptofano trp de Salmonella enterica;, Tc® 1985)
pFUSI1 Plasmido derivado de pMP220 que contiene

el gen gusA sin promotor; Tc® (Reeve et al., 1999)
pJBSA Derivado de pJB3Tc19 con un fragmento de (Pérez- Mendoza et

300 pb (oriT) de pSymA de S. meliloti 1021 al., 2006)
pJBSB Derivado de pJB3Tc19 con fragmento de (Pérez-Mendoza et

300 pb (oriT) de pSymB de S. meliloti 1021 al., 2006)
pJBSAR Derivado de pJB3Tc19 conteniendo un fragmento

de 5,1 Kb (oriT + traAl) de pSymA; Tc® Este trabajo
pJBSBR Derivado de pJB3Tc19 conteniendo un fragmento

de 5,3 Kb (oriT + traA2) de pSymB; Tc® Este trabajo
pBVIR2 Derivado de pBSKS conteniendo un fragmento

amplificado de 0,96 Kb correspondiente a la

secuencia adyacente al extremo 5'de la region

virB; Ap® Tesis JJ Oliva
pGVIR4 Derivado de pGEM-T easy conteniendo un

fragmento amplificado de 1,13 Kb correspondiente

a la secuencia adyacente al extremo 3’de la region

virB; Ap® Tesis JJ Oliva
pBVIR200 Derivado de pBVIR2 conteniendo el inserto

de pGVIR4 y portador de la version mutada

de la region virB; Ap® Tesis JJ Oliva
pBVIR300 Derivada pBVIR200 conteniendo el gen de

resistencia a Sm/Spc de pHP45Q clonado en el

Ginico sitio HindIIT; Ap®, Sm®, Spc® Tesis JJ Oliva
pKVIR400 Derivada de pK18mobSacB conteniendo la

version mutada de la region virB del plasmido

pBVIR300; Km"®, Sm®, Spc® Tesis JJ Oliva
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Plasmido

Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

TOPO-0967up

TOPO-0967down

pBS-0967up

pBS-0967updown

pK18-0967updown

TOPO-20835up

TOPO-20835down

pBS-20835up

pBS-20835updown

pK18-20835updown

TOPO-A0941

pK18-A0941

pGEMT-0939-40

pTE3-0939-40

Derivado de TOPO® XL PCR conteniendo un
fragmento amplificado de 1 Kb correspondiente

a la secuencia adyacente al extremo 3" del gen ’
SMa0967; Km®

Derivado de TOPO™ XL PCR conteniendo un
fragmento amplificado de 0,88 Kb correspondiente
a la secuencia adyacente al extremo 3" del gen
SMa0967; Km®

Derivado de pBSKS conteniendo el fragmento
de 1 Kb de TOPO-0967up; Ap®

Derivado de pBS-0967up conteniendo el
inserto de TOPO-0967down y portador de
la delecion del gen SMa0967; Ap®

Derivado de pK18mobSacB portador de la
delecion del gen SMa0967; Km"

Derivado de TOPO® XL PCR conteniendo un
fragmento amplificado de 1,38 Kb correspondiente
a la secuencia adyacente al extremo 3" del gen
SMb20835; Km"

Derivado de TOPO® XL PCR conteniendo un
fragmento amplificado de 1,19 Kb correspondiente

a la secuencia adyacente al extremo 5" del gen
SMb20835; Km®

Derivado de pBSKS conteniendo el fragmento
de 1,38 Kb de TOPO-20835up; Ap®

Derivado de pBS-20835up conteniendo el
inserto de TOPO-20835down y portador de
la delecion del gen SMb20835; Ap®

Derivado de pK18mobSacB portador de la
delecién del gen SMb20835; Km®

Derivado de TOPO® XL PCR portador de la
version mutada del gen SMa0941; Km®

Derivado de pK18mobSacB portador de la
delecion del gen SMa0941; Km®

Derivado de pGEM-T easy conteniendo un
fragmento amplificado de 2,58 Kb correspondiente
a los genes SMa0939/SMa0940; Ap®

Derivado de pTE3 conteniendo los genes
SMa0939/SMa0940 bajo el promotor del trp; Tc®

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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Plasmido

Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

pGEMT-0907

pGEMT-0907Km

p202-0907Km

pTE3-0907

pGEMT-rctRmut

pGEMT-rctRmutSS

p202-rctRmutSS

pIB3-rctR

TOPO-rctB::Gm

p202-rctB::Gm

TOPO-SmrctB

pTE3-SmrctB

pTE3Yp028

pGEMT-0956::Km

p202-0956::Km

TOPO-A0956-59

pK 18-A0956-59

Derivado de pGEMT-easy conteniendo un
fragmento amplificado de 1,33 Kb
correspondiente al gen SMa0907; Ap®

Derivado de pGEMT-0907 con insercion del
gen de resistencia a Kmen el gen SMa0907; Ap®

Derivado de pSUP202 portador de la version
mutada de SMa0907 (0907Km); Tc®, Km"®

Derivado de pTE3 con fragmento BamHI de
1,33 Kb del plasmido pGEMT-0907 bajo
el promotor del trp; Tc®

Derivado de pGEM- T easy conteniendo el gen
rctR en un fragmento amplificado de 3,2 Kb; Ap®

Derivado de pGEMT-rctRmut con insercion del
gen de resistencia a Sm/Spc en el gen rctR;
Ap®, Sm®, Spc®

Derivado de pSUP202 portador de la mutacion en
el gen rctR; TcR, SmE, SpcR

Derivado de pJB3Tc19 que contiene el gen rctR
bajo el promotor del gen lacZ; Ap®

Derivado de TOPO® XL PCR portador de
la versioén mutada del gen rctB; Gm®

Derivado de pSUP202 portador de la version
mutada del gen rctB; Tc®, Gm®

Derivado de TOPO® XL PCR conteniendo el
gen SMa0974; Km®

Derivado de pTE3 conteniendo el gen SMa0974
bajo el promotor del trp; Tc®

Derivado de pTE3 conteniendo el gen rctB de
R. etli bajo el promotor del trp; Tc®

Derivado de pPGEMT-rctRmut con insercion
del gen de resistencia a Km en el gen SMa0956;
Ap®, Km®

Derivado de pSUP202 portador de la version
mutada del operon SMa0956-58-59-61

Derivado de TOPO® XL PCR portador de la
version mutada de los genes SMa0956-58-59; Km"

Derivado de pK18mobSacB portador de la versién
delecionada de los genes SMa0956-58-59; Km"®

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(Pérez-Mendoza et
al., 2004)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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Plasmido

Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

TOPO-SMa0956/59

pIB3- SMa0956/59

TOPO-A0961

pK 18- A0961

TOPO-0961

pTE3-0961

TOPO-A0950-53

pK18-A0950-53

pFustraA2::gusA

Derivado de TOPO® XL PCR conteniendo los
genes SMa0956-58-59; Km"

Derivado de pJB3Tc19 conteniendo los genes
SMa0956-58-59 bajo el promotor del gen lacZ; Tc®

Derivado de TOPO™ XL PCR portador de la
version delecionada del gen SMa0961; Km®
Derivado de pK18mobSacB portador de la version
delecionada del gen SMa0961; Km"®

Derivado de TOPO® XL PCR conteniendo
el gen SMa0961; Km"®

Derivado de pTE3 conteniendo el gen SMa0961
bajo el promotor del trp;Tc®

Derivado de TOPO® XL PCR portador de la versién
delecionada de los genes SMa0950-51-52-53; Km®

Derivado de pK18mobSacB portador de la version
delecionada de los genes SMa0950-51-52-53; Km"®

Derivado de pFUS conteniendo el fragmento
de 300 pb de pJBSB; Tc®

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

2. MEDIOS DE CULTIVO Y CONSERVACION DE CEPAS BACTERIANAS

2.1. Medios de cultivo para E. coli y A. tumefaciens

Las cepas de E. coli y A. tumefaciens se cultivaron de forma rutinaria en medio de

Luria-Bertani (LB) (Miller, 1972), tanto liquido como s6lido, a una temperatura de 37°C para

E. coli y de 28-30°C para A. tumefaciens:

El medio se esterilizd en autoclave a 120°C durante 20 minutos.
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NACL.oioiiieieee e 5¢g
Triptona.....ccccvveeeieeeieeeieeeee e 10g
Extracto de levadura..........cccceevneenneen. 5¢
Agar (para medio s6lido)...................... 15¢g
Agua desionizada...........cccceeeeveennenn. 1000 ml



Cuando fue necesario verificar la ausencia de E. coli en un cultivo, se utilizo ENDO
AGAR, un medio selectivo para coliformes en el que Rhizobium o Agrobacterium no crecen.
Dicho medio se prepar6 siguiendo las recomendaciones del fabricante (DIFCO): se
resuspendieron 41,5 gramos del preparado comercial en 1 litro de agua desionizada y se hirvio
hasta su completa disolucion. Se esterilizd6 a 120°C durante 15 minutos y se utilizd

inmediatamente tras su preparacion.

2.2. Medios de cultivo para rizobios
Las cepas de Rhizobium (R. etli y S. meliloti) se cultivaron rutinariamente a 28-30°C
en medio TY (Beringer, 1974):

Triptona.......ccocveeevieeieeieeieeieees S5¢g
Extracto de levadura........................ 3g
CaCL.2HyO..oiiii 0,5g
Agar (medio s6lido)...........c......... 15¢g
Agua desionizada..................... 1000 ml

El medio se esterilizo en autoclave a 120°C durante 20 minutos.

Como medio minimo (MM) para Rhizobium se empleé el de Robertsen y

colaboradores (1981), modificado segun se especifica a continuacion:

KoHPO4. oo 03¢g
KHoPO4uueooieieieeeeeeeee 03¢g
MgSO4.TH0...ccoiiiiiiiiiiiiene 0,15¢g
CaCly.2H0....coiiiiiiieiieceee, 0,05¢g
FeClauuuiniiiiiiieieeeee, 0,006 g
NaClooiiieiieceeeeeeee e 0,05¢g
Glutamato sO6dico........ccccecvevueeuennene I,Llg
Manitol........ccoeeeeviieiieiecieeeee 10 g
Solucidén de vitaminas* 1 ml
Agar purificado (medio solido).......... 13 g
Agua desionizada.............ccc........ 1000 ml

Se ajusto el pH a 6.8-7.2, y se esterilizé en autoclave a 120°C durante 20 minutos.
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*La solucion concentrada de vitaminas (1000x) consta de:

Biotina........ccooveeviieeiiieeieeeeee 02¢g
Clorhidrato de tiamina.............cccceeeeeee. 0,1g
Pantotenato sédico............cce........ 0,1g
Agua destilada.................... 1000 ml

Se esterilizé por filtracion y se adiciono 1 ml/ litro al MM autoclavado.

2.3. Conservacion de cepas bacterianas

Para la conservacion prolongada de las distintas cepas se utilizaron criotubos que
contenian alicuotas de cultivos bacterianos en fase logaritmica adicionados de glicerol estéril
a una concentracion final del 20%. Los criotubos se mantuvieron almacenados a una

temperatura de -80°C.

2.4. Antibidticos

La adicion de antibidticos a los medios de cultivo se realizd a partir de soluciones
concentradas (100x) de los mismos, preparadas generalmente en agua desionizada. La
esterilizacion de las soluciones acuosas se llevo a cabo empleando unidades de filtracion
Minisart® NML (Sartorius) de 0,2 um de tamafio de poro y 2,5 cm de diametro. En el caso de
las soluciones de tetraciclina y rifampicina no fue necesaria la esterilizacion por filtracion, ya
que se empled metanol para disolverlos. La concentracion final de los distintos antibidticos

utilizados en este trabajo se indica en la tabla siguiente:

Tabla M3. Antibidticos

Antibiotico Concentracion (ng/ml)
S. meliloti R. etli A. tumefaciens E. coli

Ampicilina (Ap) - - - 200
Espectinomicina (Spc) 150 100 100 25
Sulfato de Estreptomicina (Sm) 150 100 100 25
Sulfato de kanamicina (Km) 200 50 50 25
Gentamicina (Gm) 30 10 30 10
Tetraciclina* (Tc) 10 2,5 5 10
Rifampicina* (Rif) - 20 50 -

" Las soluciones concentradas de Tc y Rif se prepararon en metanol al 100%
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3. TRANSFERENCIA DE ADN ENTRE CEPAS BACTERIANAS

3.1. Conjugaciones

3.1.1.Conjugaciones biparentales

Esta técnica se realizd cuando fue necesaria la transferencia de un plasmido entre
cepas bacterianas. Las conjugaciones se realizaron mezclando un cultivo en fase logaritmica
de crecimiento del donador (D.Ogoonm 0,2-0,3 para Rhizobium y entre 0,6-0,7 para E. coli),
con otro en fase exponencial tardia del receptor (D.Ogoonm Superior a 1), en proporcion 4:1 en
el caso de Rhizobium como donador y 1:1 en el caso de E. coli como donador. Donador y
receptor se precipitaron por centrifucgacion y se lavaron varias veces con medio liquido (el
mismo usado para el crecimiento del cultivo) para eliminar restos de antibioticos. Finalmente,
la mezcla se resuspendi6 en un pequefio volumen (50 pl) y se depositdé sobre un filtro
Millipore estéril de 0,45 pm de poro y 2,5 cm de didmetro, previamente colocado sobre una
placa de medio TY soélido. La mezcla se incubd de este modo durante 16-20 horas a 28°C.
Transcurrido este tiempo la mezcla de conjugacion se resuspendioé en medio liquido estéril, se
lavo y se sembraron diluciones sobre placas de medio selectivo.

Se utilizaron cultivos control, preparados de igual forma que las conjugaciones pero
conteniendo separadamente células del donador o del receptor, para establecer las frecuencias

de aparicion de resistentes a los antibioticos selectivos en cada caso.

3.1.2. Conjugaciones triparentales

La transferencia de plasmidos no autotransmisibles desde cepas no movilizadoras de
E. coli a Rhizobium se realiz6 segin ¢l modelo de cruce tripartito, utilizando como plasmido
movilizador en trans pRK2013 (Finan et al., 1986). La metodologia seguida fue idéntica a la
de los cruces simples, pero en estos casos se prepararon mezclas

donador:movilizador:receptor en proporciones 1:1:1.

3.2. Transduccion
Esta técnica se utilizé para el intercambio alélico entre cepas derivadas de S. meliloti
1021 wusando el bacteriofago e@M12 y siguiendo el protocolo descrito por Finan y

colaboradores (1984).
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Se mezclaron 5 ml de medio TY semisolido (0,5% agar) fundido adicionado de sulfato
de magnesio (2,5 mM MgSQy4) con 100 ul de un cultivo de la cepa donadora a una D.Ogponm
de 0,4-0,5 y 100 ul de una suspension del bacteridfago M12 (10*-10° ufc/ml). La mezcla se
extendio sobre una placa de TY solido y se incub6 a 28°C hasta la aparicion de calvas. Para la
recuperacion de los lisados, se utilizaron placas de 800-1000 calvas a las que se afiadieron 3
ml de TY liquido adicionado de sulfato de magnesio (2,5 mM MgSO,) y tras mantener las
placas de 2 a 4 horas a 4°C, se recupero el liquido y se eliminaron las bacterias por filtracion.
Los lisados asi obtenidos se titularon y se conservaron a 4°C.

Para la determinacion del titulo de los lisados se emplearon diluciones seriadas del
lisado, de las que se utilizaron 100 ul para inocular 5 ml de medio TY semisoélido adicionado
de sulfato de magnesio (2,5 mM de MgSO,) junto con 100 pl de cultivo bacteriano. La
mezcla se tendid en sobrecapa y una vez solidificado el medio, se incubaron a 28°C hasta la
aparicion de las calvas, determindndose de este modo el nimero de ufc/ml en el lisado.

El cultivo receptor se crecid a una D.Ogoonm de 0,8-0,9 (aproximadamente 10%-10°
unidades formadoras calvas o ufc/ml) en TY adicionado de sulfato de magnesio (2,5 mM
MgS0O4) y se infectd con el lisado de fagos obtenido a partir de la cepa donadora en una
proporcion 1:1. La mezcla se mantuvo a 30°C durante 20 minutos y a continuacion se
centrifugd a 12.000 rpm durante 2 minutos y se retir6 el sobrenadante que contenia los fagos.
Las células se lavaron 2 veces con LB y se sembraron en placas de LB so6lido con los

antibioticos necesarios.

3.3. Transformacion de células competentes
3.3.1. Preparacion de células competentes de E. coli

3.3.1.1. Preparacion de células competentes quimicamente

La preparacion de células competentes de E. coli se ha realizado esencialmente segiin
la técnica descrita por Lederberg y Cohen (1974).

A partir de un precultivo de la cepa de E. coli a transformar, se inocul6 medio LB (1
ml cultivo/100 ml de medio) y se incubo en agitacion a 37°C hasta alcanzar una D.Ogponm de
0,5 (aproximadamente 2 horas). Tras dejar enfriar el cultivo en hielo durante 10 minutos, las
células se centrifugaron (6.000 xg, 10 minutos, 4°C), se elimin6 el sobrenadante y las células
se resuspendieron en 1 volumen de una solucion de MgCl, 0,1 M estéril preenfriada a 4°C. Se

centrifugaron de nuevo (3.000 xg, 5 minutos, 4°C), se elimin6 el sobrenadante y, las células
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se resuspendieron en 1/2 volumen de una solucién estéril de CaCl, 0,1 M preenfriada a 4°C vy,
tras mantenerlas en hielo un minimo de 30 minutos, se centrifugaron (3.000 xg, 5 minutos,
4°C) y se resuspendieron suavemente en 1/10 volumen de una solucion estéril de CaCl, 0,1 M
y glicerol al 20% preenfriada a 4°C. Las cé¢lulas se repartieron en alicuotas de 200 pl en tubos
eppendorf preenfriados en hielo y se conservaron a -80°C hasta su uso. La competencia de

las células se mantuvo de esta forma durante varios meses.

3.3.1.2. Preparacion de células electrocompetentes

La preparacion de células electrocompetentes se ha realizado esencialmente segun la
técnica descrita por Hattermann y Stacey (1990). A partir de un precultivo de la cepa a
transformar, se inoculé un matraz de 100 ml del medio y antibidticos apropiados y se incubd
en agitacion a 28°C hasta que el cultivo alcanz6 una D.Ogponm de 0,4-0,6. Tras dejar enfriar en
hielo durante 15 minutos, las células se centrifugaron (9.820xg, 10 minutos, 4°C) y se
resuspendieron en 1 volumen de H,O estéril preenfriada en hielo. Se repitieron rondas de
centrifugacion y resuspension en H,O preenfriada con los siguientes volumenes: 1 x 1
volumen (100 ml), 2 x 0,5 volumenes (50 ml), 1 x 0,02 volumenes (2 ml), terminando por
resuspender en 0,003 volumenes (0,3 ml) de glicerol al 10% (esterilizado por filtracion). Las
células fueron almacenadas en eppendorfs preenfriados a 4°C en alicuotas de 60 pl que se

conservaron a -80°C hasta su uso.

3.3.2. Transformacion de células competentes de E. coli

3.3.2.1. Transformacion de células competentes

Para la transformacion de células competentes con ADN plasmidico se sigui6 la
técnica descrita por Rodriguez y Tait (1983), modificada como se indica a continuacion.

Se mezclaron alicuotas de 200 pul de células competentes con ADN (50-100 ng) y se
incubaron en hielo un minimo de 30 minutos. A continuacion, se sometieron a un choque
térmico a 37°C durante 5 minutos y tras mantenerlas 5 minutos en hielo, se les adicion6 1 ml
de medio LB y se incubaron a 37°C durante 60-90 minutos, en agitaciéon. Transcurrido este
tiempo se sembraron en placas de medio LB con los correspondientes antibidtiocos, diferentes

volumenes de la transformacion y se incubaron a 37°C durante una noche.
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3.3.2.2. Transformacion por electroporacion

Se mezclod una alicuota de 60 pl de células electrocompetentes descongeladas en
hielo con 1 pl (aproximadamente 20 ng) de ADN resuspendido en H,O. Esta mezcla se
deposité en una cubeta de electroporacion de 0,2 cm Gene Pulser”600 (BioRad Laboratories),
manteniendo todo a 4°C y evitando el contacto directo de las cubetas con el hielo. Se utiliz6

un electroporador ELECTRO CELL MANIPULATOR® 600 en las siguientes condiciones:

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

Resistencia: R R5 (129 ohm).

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

Duracion del pulso: t 5-6 msec.

Tras el pulso, se afiadié inmediatamente 1 ml de medio estéril y se incubd a 28°C en
agitacion durante 4-20 horas. Tras este tiempo se sembraron alicuotas de 10 a 100 pl en

medio selectivo.

4. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

4.1. Preparacion de ADN plasmidico

4.1.1. Preparacion de ADN plasmidico mediante lisis alcalina

La obtencion de ADN plasmidico se realizd siguiendo el método de lisis alcalina
(Sambrook et al., 1989). Para ello se incubaron 3 ml de medio suplementado con los
antibidticos correspondientes y se incubaron a 37°C en el caso de E. coli, o a 28-30°C en el
caso de S. meliloti, durante 12-16 h. Las células de 1,5-3 ml de cultivo se recogieron por
centrifugacion (12.000 rpm, 3 minutos) en tubos eppendorf. En el caso de cultivos de
Rhizobium, las células se lavaron con 500 ul de sarcosil (N-lauril sarcosina) al 0,1% en TE
(Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8), para eliminar restos de polisacaridos. Las células se
centrifugaron (12.000 rpm, 3 minutos) y después de eliminar el sobrenadante, el sedimento se
resuspendié en 100 pl de solucion I (glucosa 50 mM, EDTA-Na; 10 mM y Tris-HCI 25 mM,
pH 8) adicionada de lisozima (4 mg/ml). Las células se incubaron durante 5 minutos a

temperatura ambiente. Posteriormente, el preparado anterior se mezcld mediante inversion
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con 200 pl de solucion IT (NaOH 0,2 M, SDS 0,1%) y se incubd en hielo 5 minutos. Pasado
este tiempo, se incorporaron 150 pl de solucion III (60 ml de acetato potasico 5 M, 11,5 ml de
acido acético glacial y 28,5 ml de agua; pH 4,5). Se mezcld suavemente por inversion del tubo
y después de incubar en hielo durante 5 minutos, se centrifugo6 (12.000 rpm, 5 minutos).

El sobrenadante obtenido (aproximadamente 400 pl) se transfirié a un nuevo tubo, al
que se afnadid un volumen igual de una mezcla fenol:cloroformo (1:1) (EI cloroformo es una
mezcla de alcohol isoamilico:cloroformo (1:24). El fenol contiene fenol al 100% (1:1), 0,1%
8-hidroxiquinoleina en Tris-HCI1 0,1M (pH 8,)). Tras mezclar bien por agitacion en vortex, se
separaron las dos fases mediante centrifugacion (12.000 rpm, 5 minutos). La fase superior
acuosa, que contiene el ADN, se transfirié a un nuevo tubo, se mezcld con 2,5 volumenes de
etanol al 100% preenfriado a -20°C, se incubd a -80°C durante al menos 30 minutos y se
centrifugo6 (13.000 rpm, 15 minutos). El sobrenadante se retird y el sedimento se lavd con 200
ul de etanol 70% preenfriado a -20°C y se centrifugd de nuevo (13.000 rpm, 5 minutos). Tras
eliminar el sobrenadante, el precipitado se seco al vacio y se resuspendio en 20-50 pl de
tampon TE o de H,O Milli-Q.

Para eliminar el ARN, al volumen anterior se le puede afiadir 1 ul de ribonucleasa A
concentrada (10 mg/ml en NaCl 15 mM y Tris-HCI 10 mM, pH 7,5). Antes de su utilizacion,
la solucion concentrada de RNasa se calentd a 100°C durante 15 minutos, se dejo enfriar a
temperatura ambiente, se prepararon alicuotas y se almacenaron a -20°C. Alternativamente, el
ARN se puede eliminar durante la digestion con enzimas de restriccion utilizando una
dilucion 1/200 de la solucion concentrada de RNasa en agua desionizada para completar el

volumen de digestion.

4.1.2. GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich™ inc.)

Se utiliz6 este protocolo cuando fue necesaria la obtenciéon de ADN con una elevada
cantidad y una mayor pureza. A partir de un cultivo liquido de 1-5 ml de E. coli, las células se
precipitaron, se elimind el sobrenadante y se resuspendieron en 250 ul de solucion de
resuspension (previamente adicionada de RNasa A, segun las instrucciones del proveedor).
Posteriormente, se incorporaron 200 ul de solucion de lisis, mezclando suavemente mediante
inversion del tubo y dejando a temperatura ambiente durante un tiempo no superior a 5
minutos. A la mezcla anterior se le afiadieron 350 pl de solucidon de neutralizacion, se mezcld

por inversion y se centrifugo6 (12.000 rpm, 10 minutos). Se recogié el sobrenadante y se aplico
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a una columna (previamente tratada con 500 pl de la solucion de preparacion) que se
centrifug6 durante 1 minuto, de modo que el ADN plasmidico quedo retenido en la columna y
se eliminod el eluido. La columna se lavo con 750 pl de solucion de lavado (previamente
adicionado de etanol 100% segun las indicaciones del proveedor) y se centrifugdé 1 minuto a
13.000 rpm, repitiéndose de nuevo la centrifugacién para eliminar el exceso de solucion.
Finalmente, la columna se colocd en un tubo de 1,5 ml, se anadieron 50 ul de solucion de
elucion o de agua desionizada estéril, y pasado 1 minuto se centrifug6 (13.000 rpm, 1 minuto)

para recuperar el ADN.

4.2. Preparacion de ADN genomico
4.2.1. Preparacion de ADN gendémico mediante protocolo disefiado para rizobios
El aislamiento de ADN total se llevdo a cabo mediante un método especialmente
disefiado para Rhizobium en el departamento de Genética de la Universidad de Bielefeld
(Alemania). De un cultivo bacteriano en fase logaritmica de la cepa elegida, se recogieron 1,5
ml por centrifugacion. Las células se lavaron con 500 pl de sarcosil (N-lauril sarcosina) al
0,1% en TE (ver apartado 3.1.1). El precipitado se resuspendié en 1 ml de NaCl 1 M y se dejo
durante 1-2 horas a 4°C, agitando de vez en cuando. A continuacién, se centrifugé a 12.000
rpm durante 2 minutos, se elimind el sobrenadante y el sedimento se resuspendi6 en 250 pl de
una solucion de sacarosa al 20% en TE pH 8. Después se le anadieron otros 250 pl de una
solucioén en TE que contiene lisozima (5 mg/ml) y RNasa (1 mg/ml). Se mezcld por vortex y
se incub6 a 37°C durante 30 minutos. Tras la incubacion, se afiadieron 100 pl de una solucion
en TE que contiene sarcosil al 5% y pronasa (10 mg/ml) y la mezcla se incubd durante 1 hora
a 37°C. Posteriormente se anadieron 70 pl de acetato sodico 3 M pH 5.2, 200 ul de
fenol:cloroformo (1:1) (preparado como se indic6 en el apartado 3.1.1.) y 200 ul de fenol
(preparado como se indico en el apartado 3.1.1). Se agitd por vortex durante 2-3 minutos y se
centrifugd durante 5 minutos a 12.000 rpm. La fase superior se recogid en un nuevo tubo vy,
para eliminar impurezas, se lavd varias veces con la mezcla de fenol:cloroformo (1:1). A
continuacion se lavd una ultima vez con 300 pul de cloroformo, se agitd bien y se centrifugd
durante 3 minutos a 12.000 rpm.
La fase superior se transfirid a un nuevo tubo y se afiadieron 700 ul de isopropanol (2-

propanol), se mezclé suavemente y se dejé durante 15 minutos a -20°C. Después se centrifugod
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durante 15 minutos a 13.000 rpm; el precipitado se lavo con 500 ul de etanol 70%, se seco al
vacio y se resuspendié mediante en 100 ul de TE pH 8 diluido 1/10. Por tltimo, se incub6
durante 30 minutos a 65°C, mezclando de vez en cuando para asegurar una resuspension

completa.

4.2.2. AquaPure Genomic DNA Isolation Kit (Bio-Rad)

Se utilizé este protocolo cuando fue necesaria la obtencion de ADN de elevada
pureza. Se tomaron de 1-3 ml de un cultivo liquido de Rhizobium en fase logaritmica y se
precipitaron las células. Tras eliminar el sobrenadante, las células se resuspendieron en 300 pl
de Solucidén de Lisis y se incubaron durante 5 minutos a 80°C.

Posteriormente, se incorporaron 1,5 ul de soluciéon de RNasa A, se mezcld por
inversion y se incub6 a 37°C durante 1 hora. A la mezcla anterior se le anadieron 100 pl de
Solucion de Precipitacion de Proteinas. Se agitd vigorosamente durante 1 minuto y se
centrifugo (12.000 rpm, 3 minutos). Se recogid el sobrenadante en un nuevo tubo al que se le
afiadieron 300 pl de isopropanol (2-propanol) al 100%. Se mezclé suavemente por inversion y
se centrifugd 1 minuto a 13.000 rpm. Se elimind el sobrenadante y se lavo el precipitado con
300 pl de etanol al 70%. Se sec6 al aire durante 10-15 minutos y se resuspendié mediante un
corto vortex en 50 pl de Solucion de Hidratacion. Finalmente, se mantuvo 30 minutos a 65°C

mezclando de vez en cuando para asegurar su completa resuspension.

4.2.3. Obtencion de ADN a partir de colonias bacterianas

Para la obtencion de ADN de suspensiones celulares se resuspendié una colonia en
100 pl de agua bidestilada y se centrifugd durante dos minutos a 13.000 rpm. Se elimin6 el
sobrenadante y se lavé el sedimento con 100 pl de sarkosil al 0.1% en tampén TE y se
centrifugd de nuevo durante 2 minutos a 13.000 rpm. Se eliminé el sobrenadante y se volvid a
resuspender en 100 pl de agua bidestilada. La mezcla se hirvio a 100°C durante 5 minutos, se

centrifugoé (13.000 rpm, 2 minutos) y se transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf.

4.3. Aislamiento de ARN total de S. meliloti
Para la obtencion de ARN total de S. meliloti se utilizaron el RNeasy Mini Kit y el
RNase-free DNase Set de Qiagen. Se tomaron 12 alicuotas de 1,5 ml de cultivo cada una, se

precipitaron las células y, tras eliminar todo el sobrenadante, se congelaron en nitrégeno
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liquido (la extraccion de ARN para microarrays se hizo a partir de 8 alicuotas y para RT-
gPCR a partir de 4 alicuotas).

El sedimento obtenido a partir de cada alicuota se resuspendié en 100 pl de una
solucion de lisozima (400 pg/ml) preparada en TE y se incubd a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Pasado este tiempo, se afiadieron 350 pl de buffer RLT (tras afiadir en el
momento de uso 10 pl/ml de B-mercaptoetanol), se mezcld por vortex y se eliminaron los
restos celulares centrifugando a 13.000 rpm durante 2 minutos. Se transfiri6 el sobrenadante a
un nuevo tubo y se realiz6 otra centrifugacion para eliminar posibles residuos. Se transfirio el
sobrenadante a un nuevo tubo y se mezcl6 por pipeteo con la micropipeta con 250 pl de etanol
al 100%. Se aplicaron dos muestras por la misma columna RNeasy, centrifugando (13000
rpm, 30 segundos a temperatura ambiente) de modo que el ARN quedara retenido en la
columna. A continuacion se transfirié la columna a un nuevo tubo de recoleccion y se lavo
una vez con 700 pul de solucion RW1 y dos veces con 500 ul de solucion RPE. Finalmente, se
centrifug6 la columna durante 2 minutos a 13.000 rpm para eliminar los restos de solucion y
se transfirid a un nuevo tubo. Se afiadieron 30 pl de agua para ARN (suministrada por el
fabricante) y se dejo 1 minuto a temperatura ambiente antes de centrifugarlo a 13.000 rpm
durante 1 minuto para recuperar el ARN. Este paso se repitid y se mezcld el ARN procedente
de dos extracciones realizadas para cada muestra hasta obtener un volumen final de 120 pl.

A la muestra de ARN obtenida (120 pl) se anadieron 14 pl de solucion RDD (RNase
free DNase Set, Qiagen) y 6 pl de DNasa. La mezcla se dejo durante 1 hora a 28°C y
posteriormente se anadieron 490 pl de solucion RLT (RNeasy Mini Kit, Qiagen) y 350 ul de
etanol al 100%, se mezclo6 por inversion y se aplicd a una nueva columna RNeasy para retener
el ARN. La columna se lavo una vez con 350 pl de solucion RW1 y dos veces con 500 pl de
solucion RPE. Se secd bien por centrifugacion (13.000 rpm, 2 minutos) y se transfirio a un
nuevo tubo. Se aplicaron 25 pl de agua para ARN (suministrada con el kit) a la columna, se
mantuvo durante 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugd a 13.000 rpm durante 1
minuto para obtener la muestra final, repitiéndose este paso otra vez para obtener un volumen

final de 50 pl.

4.4. Concentracion de muestras de ARN total de S. meliloti
Las muestras de ARN se concentraron utilizando columnas Microcon-30 (Amicon,

Millipore). Se mezclo la muestra con 500 ul de agua para ARN y se aplicé a la columna. Se
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centrifug6 a 14.000 xg hasta que sobre la membrana quedaron unos 35 pl (8-10 minutos). La
muestra concentrada se recuperd invirtiendo la columna sobre un nuevo microtubo y

centrifugando a 1.000 xg durante 2 minutos.

5. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ADN Y ARN

5.1. Método de Sambrook
Se ha seguido el método espectrofotométrico descrito por Sambrook y colaboradores

(1989). La absorbancia (D.O,,. =y D.O,,, ) de las soluciones de ADN o ARN en agua o en

TE se determind utilizando como blanco agua o TE, respectivamente. La concentracion se

calculo respecto a los valores estandar de D.O,, = 1 para soluciones con 50 ug/ml de ADN
de cadena doble y para soluciones con 40 pg/ml de ARN total. La relacion D.O,¢  /D.O,q,

se usa como estimador de la pureza de la preparacion, considerandose valores inferiores a 1.8
como indicadores de contaminacién por proteinas o fenol. Para muestras de ADN muy
impuras o de baja concentracion, se empled el método de comparaciéon de fluorescencia en gel
de agarosa bajo luz UV frente a marcadores de ADN de concentracion conocida, también

descrito por Sambrook y colaboradores (1989).

5.2. Medida de la concentracion de ARN y ADN mediante Nanodrop®

El modelo de NanoDrop utilizado fue el NanoDrop® ND-1000 de BioRad. Se trata de
un espectrofotometro de luz UV-visible (desde 220 hasta 750 nm) que consigue buenos
analisis utilizando muestras de pequena volumen (2 pl). La retencion de la muestra por el
aparato evita la necesidad de utilizar cubetas o capilares y la medida se hace mas rapidamente.
No es necesario realizar diluciones, pues detecta un amplio rango de concentraciones (2-3700
ng/ul). El blanco se hace con agua desionizada. El aparato calcula los ng/ul de cada muestra y
ademas las ratios 260/230, indicativo de la contaminacion por solventes y quimicos organicos
y debe ser mayor que 1.6, y 260/280, indicativo de contaminacion por proteinas y debe de ser

mayor que 1.8.
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6. MANIPULACION DEL ADN

6.1. Digestion total de ADN con endonucleasas de restriccion

La digestion total de ADN con enzimas de restriccion se llevé a cabo en las
condiciones Optimas para cada enzima, siguiendo las recomendaciones del proveedor
(Roche®, Alemania), respecto a temperatura y tampon.

Las digestiones con mas de una enzima de restriccion se realizaron simultdneamente
cuando las enzimas requerian el mismo tampdn y temperatura. En caso contrario, se digirid
primero con la enzima que requeria el tampdén de menor fuerza idnica, adicionando
posteriormente el tampon y enzima para la segunda digestion. Cuando esto no fue posible, se
llevé a cabo primero la digestion con una de las enzimas, se fenolizé y se precipité el ADN
con etanol y, posteriormente, se resuspendié en agua desionizada, llevdndose a cabo entonces

la digestion con la segunda enzima.

6.2. Separacion e identificacion de fragmentos de restriccion mediante
electroforesis en gel de agarosa

6.2.1. Electroforesis de ADN

La separacion de fragmentos de restriccion se realizd mediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 0,8% sumergidos en tampon de electroforesis TBE (Tris 50
mM; EDTA-Na, 2,5 mM; BOsH; 50 mM; pH 8.2). El voltaje usual de trabajo fue 90 V en
cubetas de electroforesis de tamafio mediano (Wide mini-sub® cell GT) y de 60 V en cubetas
de electroforesis de tamafio pequefio (Mini-sub® cell GT; Biorad™). Como tampén de carga
se utilizé una mezcla de sacarosa al 40% y azul de bromofenol al 0,25%, ambos preparados

en agua destilada, en una relacién de 1 pl de tampon de carga por 5 pl de solucion de ADN.

6.2.2. Revelado de geles y fotografia

Las muestras de ADN presentes en los geles de agarosa se visualizaron tras la
inmersion de los mismos en agua destilada que contenia una solucion de GelRedTM
(biotium) (100 pl/1), durante 30-40 minutos. Posteriormente se observaron bajo luz UV (260
nm) en un transiluminador. Para la visualizacién e impresion se ha utilizado una videocamara
acoplada a un sistema de impresion de imagenes (Gelprinter Vm509) y el analizador de

imagenes Quantity One de BioRad®.
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6.2.3. Estimacion del tamafio molecular de fragmentos de restriccion

La determinacion del tamafio molecular de los fragmentos de restriccion se ha
efectuado a partir de la construccion de gréaficas en las que se representa el logaritmo del
tamafio molecular relativo de moléculas patron de ADN frente a la movilidad relativa (Rf) de
dichas moléculas en el gel de agarosa. Como marcadores de tamafio molecular se han
utilizado los fragmentos de restriccion del ADN del fago lambda resultantes de la digestion
con HindIII (Marcador II) o ECoRI/HindIII (Marcador III), ambos de Roche. También se ha

utilizado el marcador de 100 pb GeneRuler (Fermentas).

6.3. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

6.3.1. Purificacion mediante electroelucion

Para aislar fragmentos de ADN de la agarosa se utilizd el método de electroelucion
descrito por Sambrook y Fritsch (1989), en el que se hace uso de membranas de dialisis. La
membrana de dialisis utilizada fue de Spectra/Por (SPECTRUM Medical Industries) con
tamafio de poro de 12.000 a 14.000 Da. Las membranas se prepararon sumergiéndolas en un
volumen abundante de tampon conteniendo bicarbonato sddico 2% (p/v) y EDTA 1 mM, y
llevandolas a ebullicién durante 10 minutos. Posteriormente, las membranas se lavaron con
agua desionizada y se afiadi6 un poco de etanol 100% para su conservacion a 4°C. Previo a su
uso, las membranas se enjuagaron con agua desionizada. El proceso de electroelucion se llevd
a cabo de la siguiente manera: Tras separar los fragmentos de ADN mediante una
electroforesis en gel de agarosa como se ha descrito en el apartado 6.2.1, se tifid con
GelRedTM vy se extrajo la agarosa alrededor de la banda de interés y se introdujo en el tubo de
dialisis sellado previamente en uno de sus extremos con una pinza. Se afiadieron 500 ul de
tampon de electroforesis TBE y se cerrd la membrana por el otro extremo con una segunda
pinza, intentando no dejar grandes burbujas de aire. Este montaje se sometid a una
electroforesis a 120 V durante 20 minutos, de modo que el ADN saliera del gel y quedase
disuelto en el tampodn de electroforesis.

Para evitar que el ADN quedase adherido a la membrana, se sometié el montaje a 1
minuto de electroforesis a 80 V con la polaridad invertida. Tras comprobar con luz
ultravioleta que no quedasen restos de ADN en el gel, se procedid a recuperar todo el tampon

posible y transferirlo a un tubo eppendorf para la precipitacion del ADN, afiadiendo 50 pl de
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acetato sodico 3 M pH 5.2 y 2 volimenes de etanol 100% (1 ml). La mezcla se agitd por
inversion y se mantuvo un minimo de 30 minutos a -80°C. A continuacién se centrifugo6 a
12.000 rpm durante 15 minutos y se eliminé el sobrenadante. El precipitado obtenido se lavo
con 200 pl de etanol 70% preenfriado, se secd al vacio y se resuspendi6 en 20 pl de agua

Milli-Q o TE (ver apartado 3.1.1).

6.3.2. Purificacion mediante Kit: Qiaex-II" (Qiagen Inc., Chatsworth,
California, USA)

Cuando se necesité mayor cantidad de ADN se emple6 este método comercial cuyo
protocolo fue facilitado por el proveedor. Tras separar los fragmentos de ADN mediante una
electroforesis en gel de agarosa como se ha descrito en el apartado 6.2.1, se extrajo la agarosa
con la banda de interés y se colocé en un microtubo. Se pesé la muestra para determinar el
volumen de agarosa y se adicionaron 3 volamenes de tampén QX1® y 5 ul de la resina Qiaex
I1® por cada pg de ADN y se incub6 a 50°C hasta conseguir la disolucion de la agarosa
(aprox. 10 minutos), agitando el tubo por inversion manual cada 2 minutos. Se centrifugd
(12.000 rpm, 30 segundos) y se elimin6 el sobrenadante.

El precipitado obtenido, que contiene el ADN adherido a la matriz, se resuspendio en
500 pl de tampon QX1®. Se centrifugd y se eliminé el sobrenadante. Posteriormente, se lavo
dos veces con 500 pl de tampon PE® que contiene etanol y se secé a temperatura ambiente. El
precipitado se resuspendié en 20 pl de agua destilada o tampoén TE precalentado a 50°C, se
incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente y se eliminé la resina mediante
centrifugacion (12.000 rpm, 30 segundos). Se recogio el sobrenadante con cuidado y se pasé a
un nuevo microtubo. Esta ltima operacion se puede repetir una segunda vez para recuperar el

ADN restante que pudiera quedar retenido en la resina.

6.4. Ligacion de fragmentos de restriccion con vectores de clonacion

6.4.1. Reaccion de ligacion

La ligacion entre un fragmento de ADN y el vector de clonacion adecuado se efectud
usando relaciones molares vector: inserto de 1:3 y una cantidad total de ADN de unos 200 ng.
El volumen final de mezcla de reaccion fue de 10-20 pl. Las reacciones se llevaron a cabo en

presencia de la enzima DNA ligasa del fago T4 y en el tampdn indicado por el proveedor
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(Roche®, Alemania), incubando durante una noche a 15°C en el caso de ligaciones de

extremos cohesivos y a temperatura ambiente en el caso de ligaciones de extremos romos.

6.4.2. Generacion de extremos romos a partir de extremos protuberantes en 5’

Para la creacion de extremos romos en fragmentos de restriccion con extremos 5’
protuberantes, se procedid a rellenar el extremo 3’ de la cadena complementaria de la
siguiente manera: se mezclaron en un microtubo 20 pl de la solucion de ADN (0.2-5ug de
ADN digerido con la enzima de restriccion apropiada), 1 pl de una solucion ImM de
desoxinucleotidos trifosfato (ANTPs) y una unidad de enzima Klenow (fragmento Klenow de
la ADN polimerasa) por ug de ADN. Se incubd la mezcla a temperatura ambiente durante 30
minutos y a continuacion se realizé una electroforesis en gel de agarosa para purificar la

muestra, aislando la banda del gel tal y como se ha descrito en los apartados 6.3.1 y 6.3.2.

6.4.3. Generacion de extremos romos a partir de extremos protuberantes en 3’

Para la creacion de extremos romos en fragmentos de restriccion con extremos 3°
protuberantes, se procedid a la eliminacion de la regién desapareada de la siguiente forma: en
un microtubo se mezclaron 20 pl de la solucion de ADN (0.2-5ug de ADN digerido con la
enzima de restriccion apropiada), 1 pul de una solucion 2mM de desoxinucledtidos trifosfato
(dNTPs) y una unidad de ADN polimerasa del bacteriofago T4 por pg de ADN. Se incub6 la
mezcla durante 15 minutos a 12°C y a continuacién se procedidé como en el apartado anterior,
llevando a cabo una electroforesis en gel de agarosa y aislando la banda de ADN tal como se

ha descrito en los apartados 6.3.1y 6.3.2.

6.5. Secuenciacion y analisis informatico

6.5.1. Secuenciacion automatica de ADN de doble cadena

Las reacciones de secuenciacion se realizaron en un termociclador Perkin Elmer
9.600, utilizando el producto comercial Abi Prism (Perkin-Elmer) y la polimerasa Amplitaq
FS, por el_Servicio de Secuenciacion del instituto de Parasitologia Lopez-Neyra y el de la
Estacion Experimental del Zaidin, CSIC, Granada. La determinacion de la secuencia se
realizd mediante el sistema de terminadores marcados con fluorocromos. Al ADN a
secuenciar (0,4-1 pg) se le adiciond el cebador especifico (6,4 picomoles) y agua Milli-Q

hasta un volumen final de 12 pl. Los cebadores empleados para la secuenciacion han sido:
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Universal: 5 GTAAAACGACGGCCAGT 3°
Reverso: 5’GAAACAGCTATGACCATG 3’
Estas secuencias estan presentes en los vectores de tipo pUC18, pBSKS(+), pGEM®-T
easy y TOPO-XL-PCR que se utilizaron en este trabajo.
Tn5: 5" AAAGGTTCCGTTCAGGACGC 3’

6.5.2. Analisis informatico de secuencias de ADN

Los anélisis de las secuencias de ADN y proteinas, busqueda de sitios de restriccion,
disefio y andlisis de oligonucleotidos, localizacion de posibles marcos abiertos de lectura
(ORFs), etc., se han realizado con el programa informatico Vector NTI®. La busqueda de
homologias a nivel de ADN y proteina con secuencias conocidas presentes en los bancos de
datos se realizo con el programa BLAST (Altschul et al., 1998) disponible en el servidor
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Los datos sobre el genoma de S. meliloti 1021 se

consultaron en http://sequence.toulouse.inra.fr/.

7. EXPERIMENTOS DE HIBRIDACION ADN-ADN

7.1. Transferencia de ADN a filtros de nylon
La transferencia de fragmentos de restriccion de ADN a filtros de nylon se realizd
segun la técnica de Southern (1975). Para ello, los fragmentos de restriccion se separaron por
electroforesis en gel de agarosa. Una vez fotografiado el gel y establecidas sus dimensiones,
se procedio a su tratamiento que consistid, siempre con agitacion, en un paso de 20 minutos
de depurinacion acida del ADN mediante inmersion en una solucion de HCI 0,25 M. Tras
lavar tres veces con agua destilada, se procedio a desnaturalizar el ADN mediante inmersion
repetida en una solucion de NaOH 0,5 M, y NaCl 1,5 M, durante 15 minutos la primera vez y
25 minutos la segunda. Se lavé de nuevo 3 veces con agua destilada y por tltimo se neutralizo
con una solucion de Tris-HCI 0,5 M, NaCl 1,5 M (pH 7.4) durante 20 minutos.
Finalmente, el gel se lavd con agua destilada, se satur6 con SSC 10x y se colocod
sobre una superficie regular, habitualmente un cristal, cubierta con papel Whatman 3MM del
mismo tamafio que el gel (el filtro y las piezas Whatman se lavaron primero con agua

destilada y se saturaron en tampon SSC 10x durante 5 minutos antes de su utilizacion). Sobre
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el dispositivo asi preparado se colocaron varias piezas de papel de celulosa y, sobre éstas, un
peso de aproximadamente 1 Kg para mantener ligeramente comprimido el sistema.

El proceso de transferencia de ADN del gel a la membrana de nylon se realiz6 durante
una noche. Una vez finalizada la transferencia, el filtro de nylon se lavo con una solucion SSC
2x para eliminar restos de agarosa, se seco durante 20 minutos a temperatura ambiente y se

incubo durante 30 minutos a 120°C en vacio, para fijar el ADN a la membrana.

SOLUCIONES:
SSC 20x:

175,3 gr de NaCl
8.2 g de citrato sodico
800 ml de H,O destilada.

Ajustar el pH a 7 y completar hasta 1 litro.

7.2. Marcaje de sondas de ADN no radioactivas

El marcaje de sondas de ADN se ha realizado empleando el sistema no radiactivo de
marcaje con digoxigenina comercializado por Roche® (Mannhein, Alemania), siguiendo las
recomendaciones del proveedor. Esta técnica consiste en la sintesis parcial de ADN a partir
del ADN molde que se quiere usar como sonda. Para ello, se utiliza el ADN molde
desnaturalizado por calor (100°C, 10 minutos) y enfriado en agua/hielo durante 2 minutos,
una mezcla de hexanucledtidos, el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli y una
mezcla de dNTPs que incluye dUTP marcado con digoxigenina, nucle6tido que se puede
detectar mediante una reaccion inmunologica especifica. La cantidad de ADN molde que se
empled fue de entre 100-500 ng, en un volumen final de 20 ul, preferiblemente linealizado
mediante la digestion con alguna enzima de restriccion. El tiempo de incubacion fue de unas
20 horas, y la temperatura de 37°C. Posteriormente se precipitdo el ADN con 2,5 ul de LiCl 4
M, 2 ul EDTA 0,2 M pH 8 y 75 pl de etanol 100% preenfriado a -20° C. Se mezclo bien y se
dejo al menos 30 minutos a -80°C antes de centrifugar durante 15 minutos a 12.000 rpm. Se
lavo el sedimento con 50 ul de etanol al 70% preenfriado a -20° C, se sec6 al vacio y se

resuspendié en 20 ul de TE, dejandolo durante 30 minutos a 37°C.
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7.3. Hibridacion ADN-ADN con sonda no radioactiva

El filtro de nylon al que se habia transferido el ADN se coloco en un tubo de
hibridacion al que se afiadieron 20-40 ml de solucion de prehibridacion (SSC 5x, N-lauryl
sarcosina 0,1%, SDS 0,02%, formamida 50% y Reactivo de bloqueo 1% (Roche)) y se incubo
a 42 °C en un horno de hibridacién Amersham al menos durante 2 horas. Después de eliminar
la primera solucion, se afiadieron otros 10 ml de solucion de hibridacion, que consistio en
solucion de prehibridacion suplementada con el ADN sonda, previamente desnaturalizado por
calor (100°C, 10 minutos) y enfriado en agua/hielo durante otros 2 minutos. La membrana se
incubd con la solucion de hibridacion a la misma temperatura toda la noche. Tras la
hibridacion, el filtro se lavd 2 veces con una solucion SSC 2x y SDS al 0,1% (p/v) durante 5
minutos a temperatura ambiente, y después otras 2 veces con una soluciéon SSC 0,1x y SDS
al 0,1% (p/v) a 68°C durante 15 minutos. Una vez lavado el filtro, se procedi6 a la deteccion
inmunolégica del ADN hibridado usando anticuerpos especificos frente a la digoxigenina
seglin las indicaciones de los proveedores (Roche®). Finalmente, el ADN marcado se detectd
por su capacidad de emision de luz a una longitud de onda de 477 nm. Dicha emision de luz
se establecid poniendo en contacto el filtro con una pelicula autorradiografica (Kodak X-
Omat®). El tiempo de exposiciéon (30 minutos a 6 horas) varia en funcion de la concentracion
de ADN, el % de homologia entre los ADNS sonda y problema y la del marcaje.

Para el revelado de la pelicula se empled el revelador y fijador de TETENAL® a las

diluciones y tiempos recomendados por las casas comerciales.

8. AMPLIFICACION DE ADN MEDIANTE REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR)

8.1. Amplificacion de ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

La amplificacion de fragmentos de ADN mediante la técnica de PCR se llevo a cabo
preparando una mezcla de reaccion con tampén de PCR (10x), Cl,Mg 1,5 mM, dNTPs 0,3
mM, 50 pmol de cada cebador, 10-50 ng de ADN molde, 2 unidades de Taq Polimerasa
(Biotherm) en un volumen final de 50 pl. Para el proceso se utilizdo un termociclador (Px2

Thermal Cycler, Thermo®) con un programa bdsico consistente en un ciclo de
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desnaturalizacion a 94°C durante 5 minutos, 30 ciclos de tres pasos cada uno:
desnaturalizacion (94°C, 1 minuto), apareamiento del cebador (55-60°C dependiendo de la
secuencia del cebador, 1 minuto) y extension (72°C, 1-4 minutos segin la longitud del
fragmento a amplificar) y finalmente un ultimo ciclo de extension (72°C, 10 minutos). Los

cebadores empleados en este trabajo se describen en la Tabla M4.

Tabla M4. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo

Oligo Secuencia 5- 37 Usado para
pvirl TTAGAATTCAGTGCAGACGAAATCATTGC (EcoRI) Delecion region virB
pvir2 TTAAAGCTTGTCGAGATGCAACTAGCCTC (HindIII) Delecion region virB
pvir3 TTAAAGCTTCTACGAAGTGATCGTAAACC (HindIII) Delecion region virB
pvird TTAGGATCCGCCTTGAGTCTGCGATCTTA (BamHI) Delecion region virB
m0967.up.f TTTAAGCTTGAGGCGTATGGTCTTTGC (HindIII) Delecion SMa0967
m0967.up.r TTTCCCGGGAACAGGCAGAGGATGACG (Smal) Delecion SMa0967
m0967.do.f TTTCCCGGGAATTCCTCGTGCAACACC (Smal) Delecion SMa0967
m0967.do.r TTTTCTAGAGCTTCCAGCAGGCATCGC (Xbal) Delecion SMa0967
m20835.up.f TTTAAGCTTACAGGCTGCGGAAGAAGC (HindIII) Deleciéon SMb20835
m20835.up.r TTTCCCGGGACTCGGAGAGCTTGAACG (Smal) Delecion SMb20835
m20835.do.f TTTCCCGGGGCAGATGTTCGAGACTCG (Smal) Delecion SMb20835
m20835.do.r TTTTCTAGATTCCAATGATCAACTTCC (Xbal) Delecion SMb20835
ASMa(941.1 AAAAAGCTTATCGAGTCCTACTCATCTGG (HindIII) Delecion SMa0941
ASMa(0941.2 GCAGCAATCAACGACCTCAAACCACAGG Delecion SMa0941
ASMa(0941.3 CCTGTGGTTTGAGGTCGTTGATTGCTGC Delecion SMa0941
ASMa0941.4 AAAAAGCTTTGAGGTGATAGAGATTGCCG (HindIII) Delecion SMa0941
rctBmut.f AATTCTAGAAGTTCGGCGACAAACG (Xbal) Mutacion SmrctB
rctBmut.r AATTCTAGATTGATCACCATGTCGC (Xbal) Mutacion SmrctB
rctRmut.f TTTAAGCTTTGTCGAACCGATGAACACCG (HindIII) Mutacion rctR
rctRmut.r TTTAAGCTTATAGGGTAGAAGAATGCCCG (HindIII) Mutacion rctR
ASMa0961.1 AAAGGATCCCCCATCAATGTTGAAAGCG (BamHI) Delecion SMa0961
ASMa0961.2 CGAGTACATTCTCGCCTGATGTTATCCG Delecion SMa0961
ASMa(0961.3 CGGATAACATCAGGCGAGAATGTACTCG Delecion SMa0961
ASMa0961.4 AAAGGATCCGCATCAATATGTAGCGTGG (BamHI) Delecion SMa0961
attAopl AAAAGATCTTCGCATCAACGACTACTAGC (Bglil) Deleciéon SMa0950/53
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Oligo Secuencia 5°- 3~ Usado para
attAop2 CGTGTCCCACATATACCGTTTGCTCAGC Delecion SMa0950/53
attAop3 GCTGAGCAAACGGTATATGTGGGACACG Delecién SMa0950/53
attAop4 AAAAGATCTCAACCTTATCGACGACAAGG (BglII) Delecién SMa0950/53
atrBC59.1 TTTGTTGCGTGGACTTGACG Delecién SMa0956/59
atrBC59.2 CCGAAAGAAGGACGTGAAGCGAAGCAGG Delecién SMa0956/59
atrBC59.3 CCTGCTTCGCTTCACGTCCTTCTTTCGG Delecion SMa0956/59
atrBC59.3 CAGTTCGCTCACATCGGAGC Delecion SMa0956/59
SMa0907.r TTTGGATCCGTGTTCTTATCGTCTCGCCC (BamHI) Mutacién SMa0907/
SMa0907 "™
SMa0907.f TTTGGATCCAAGGATAGATGCCAAGAGCC (BamHI) Mutacién SMa0907/
SMa0907 ™"
SmrctB.f ATAGGATCCACAGGACTCTCAGCC (BamHI) SmrctB"
SmrctB.r AAAGGATCCCACGCTTAAACGGC (BamHI) SmrctB"
SMa0941f ATGGATCCTATGCGGGTAGACC (BamHI) SMa0941""
SMa0941r ATGGATCCGTGGAAGACAATCC (BamHI) SMa0941""

SMa0939-40f
SMa0939-40r
0961exp.F
0961exp.R
rctR.f

rctR.r
atrBopr.f2
atrBopr.r2
TA10-F
TA10-R
TA20-F
TA20-R

ATGGATCCACGAATGTGAAGGC (BamHI)
ATGGATCCAGAAGCGTTCCTCG (BamHI)
AAAGGATCCGGTGAACCTGAAGAAGTAGC (BamHI)
AAAGGATCC TGGTTTGAGGTATTCCTACG (BamHI)
AAACCCGGGGCTGCTGGACGCTCTTCG (Smal)
AAACCCGGGTAGATGCTTGGACCTACTG (Smal)
AAAAGATCTTTACGGTCTATCGTCTCG (Bglll)

AAAAGATCTCAACCAGGACAGCGAGCG (BgllI)

AAAGGATCCCCTTCTTTTCCCCTTTGC (BamHI)

AAAGGATCCGGTTGACGATCTCGATGG (BamHI)
AAAGGATCCCAGCTCAGTACATCCGTG (BamHI)
AAAGGATCCCAACACAAACGCGTCACT (BamHI)

SMa0939-40" "
SMa0939-40""
SMa0961 ™"
SMa0961" "
retR”

retR”
SMa0956/59 "
SMa0956/59
(oriT +traAl) "
(oriT +traAl) "
(oriT + traA2)
(oriT + traA2) "

Los sitios de restriccion usados en clonacioén estan subrayados y las enzimas se indican entre paréntesis.
" Complementacién de genes; ' Sobreexpresion de genes.

8.2. Amplificacion de fragmentos de ADN de gran tamaifo

Cuando el tamafio de amplificado super6 las 4 Kb, se empled un protocolo similar al

anterior pero cambiando la Taq polimerasa de SIGMA por una mezcla de dos enzimas: una
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mezcla madre 16:1 de Taq polimerasa (Biotherm) y una enzima correctora de errores Pfu
(Accutherm), tomando de esa mezcla el volumen necesario para que en la reaccion final se
tuvieran 2 unidades de Taq polimerasa de Biotherm y 0,2 unidades de Pfu de Accutherm.

Para amplificaciones de alta fidelidad, necesarias por ejemplo para la posterior
clonacion y expresion de genes, se usaron dos protocolos diferentes:
1.- Se empled la enzima iProof High-Fidelity DNA Polymerase (Biotherm®), una enzima
correctora de errores que no deja colas poliA. La reaccion de PCR con esta enzima consta de
un Buffer 5x suministrado en el kit, 1 pl de una solucién de 10mM de dNTPs, 50 pmoles de
cada cebador, 1 unidad de la enzima y cantidades variables de DNA y DMSO (también
suministrado en el Kit). Se completa hasta 50 pl con agua Milli-Q estéril. Las peculiaridades
del termociclado usando esta enzima son que los ciclos de desnaturalizacion del ADN se
hacen a una temperatura de 98°C, las temperaturas de apareamiento del cebador rondan los
65°C y unos 15 a 30 segundos de extension por cada kilobase (nunca exceder de 1 minuto la
etapa de extension por Kb). Al dejar extremos romos se procede después a hacer un “Tailing”
(incorporacion de colas poliA para el clonaje); para ello se toman 7 pl de la reaccion de PCR
y se afiade 1 pl de Buffer 10x, 1 pl de dATP (2mM) y 1ul de Taq polimerasa de SIGMA. Se
introducen en el termociclador y se dejan 30 minutos a 70°C para que se realice el proceso.
2.- Se uso la enzima Accuprime Taq DNA Polymerase High-Fidelity (Invitrogen), una enzima
correctora de errores que ademads deja colas poliA necesarias para la clonacion posterior. La
reaccion de PCR solo necesita 1 unidad de la enzima, 5 pl del buffer suministrado en el kit, 50
pmoles de cada cebador y se completa con agua Milli-Q estéril hasta un volumen de 50 pl. La
unica peculiaridad de su proceso de termociclado es que no necesita periodo de extension y al

dejar colas poliA no es necesario realizar un “tailing” posterior a la PCR.

8.3. Mutagénesis in vitro por delecion mediante PCR solapante

Las versiones delecionadas de los distintos genes se han obtenido fusionando,
mediante reaccion de PCR, dos amplicones solapantes, correspondientes al ADN que flanquea
a izquierda y derecha la delecion, metodologia basada en Ho y colaboradores (1989) y Griffits
y Long (2008).

Para la amplificacion de las regiones de ADN que flanquean a derecha o izquierda la
delecion deseada, se llevo a cabo una reaccion de PCR utilizando 10 ng de ADN gendémico de

1021 como ADN molde, tampo6n IT PCR Accuprime (10x), 0,2 unidades de Accuprime Taq
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Polimerasa para evitar generar mutaciones no deseadas aguas arriba o abajo del gen por
errores de la polimerasa, 10 uM de los cebadores correspondientes al fragmento a amplificar
(Tabla M4) y completando con agua desionizada hasta un volumen de 50 pl. Para obtener el
producto de fusion, se realizd una segunda reaccion de PCR utilizando 2 ng de cada uno de
los flancos obtenidos previamente. El producto de fusion tiene un tamafio que oscila entre 1,4-

2 Kb con aproximadamente 700-900 pb correspondientes a cada flanco.

9. EXPERIMENTOS DE TRANSCRIPTOMICA CON MICROARRAYS

9.1. Reversotranscripcion del ARN

Se tomaron 15 ug de ARN total de Rhizobium purificado y se llevaron a un volumen
final de 13 pl con agua para ARN. Se afiadieron 5 ul de una mezcla de hexanucledtidos (2
pg/ul) y se incub6 a 70°C durante 10 minutos. A continuacién se dejé enfriar en hielo durante
5 minutos y se anadieron 6 pl de solucion 5xRT (Stratagene), 3 ul de solucion 0,1 M de DTT
(Stratagene), 0,5 pl de inhibidor de RNasa (40 U/ul), 1,5 ul de reverso transcriptasa
(Superscriptll; Stratagene) y 0,6 pl de una solucion madre de dNTPs que incluia dUTP amino
modificado (25 mM dATP, 25 mM dCTP, 25 mM dGTP, 5 mM dTTP y 20 mM aa-dUTP).
Los componentes de la reaccion se mezclaron y se mantuvieron durante una hora a 42°C.
Transcurrido este tiempo se afiadio 1 pl mas de reverso transcriptasa (Superscriptll;
Stratagene) y se dejo transcurrir la reaccion durante otra hora hasta la obtencion de la muestra

final de ADNc.

9.2. Hidrolisis del ARN

Se incorporaron a la muestra 15 pl de NaOH 0,2 M, se mezcld bien y se incub6 a
70°C durante 10 minutos. A continuacion se neutralizé el pH afiadiendo 15 pl de HC10,2 M y
se procedid a limpiar el ADNc utilizando columnas CyScribe GFX (Amersham Biosciences).
Para ello se mezcld la muestra con 450 pl de tampon de captura y se aplicé a una columna
CyScribe GFX que se centrifugd a 13.000 rpm. durante 30 segundos. Se lavo la columna 3
veces con 600 pl de etanol al 80% y se centrifugd luego una vez mas a 13.000 rpm durante 10
segundos para eliminar restos de liquido. Se colocd la columna en un nuevo tubo y se

afiadieron 60 pl de bicarbonato sodico 0,1 M a pH 9. Se incubd a temperatura ambiente 5
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minutos y luego se centrifugd a 13.000 rpm durante 1 minuto para recuperar el ADNc. Segin

las recomendaciones del fabricante, se procedié inmediatamente al marcaje de la muestra.

9.3. Marcaje del ADNc

El ADNc se marco utilizando como fluor6foro Cy3 para las condiciones control y
Cy5 para las condiciones de estudio. Tanto los fluoréforos como las muestras marcadas se
mantuvieron protegidos de la luz en la medida de lo posible a lo largo de todo el proceso.

Los fluoroforos (Amersham) se disolvieron en 10 pul de DMSO (es importante que el
DMSO no contenga agua) y se prepararon 10 alicuotas de 1 pl del fluoréforo que se
desecaron en “Speed-Vacuum” y se conservaron a -20°C en bolsas selladas con un paquete
de silica gel para evitar su hidratacion.

Para llevar a cabo la reaccién de marcaje se transfiridé la muestra a un microtubo con
una alicuota del fluordéforo correspondiente y se resuspendié pipeteando. Alternativamente se
afadi6 1 pl del fluordforo recién resuspendido en DMSO y se pipeted hasta obtener una
suspension homogénea. Se dejaron transcurrir entre 1 y 2 horas manteniendo la suspension a
temperatura ambiente en oscuridad y a continuacion se procedio a neutralizar los fluor6foros
que pudieran haber quedado libres, afiadiendo 4,5 pl de hidroxilamina 4 M, mezclando
suavemente y dejando la mezcla 15 minutos mas a temperatura ambiente en oscuridad.

Las muestras marcadas con Cy3 y Cy5 que constituian una sonda, se mezclaron en
este momento y se purificaron juntas utilizando el CyScribe GFX Purification Kit (Amersham
Biosciences) segun las instrucciones del fabricante. La muestra marcada con Cy5 se mezclo
con 600 pl de Solucion de Captura y luego se afiadid la muestra marcada con Cy3. Tras
pipetear repetidas veces para obtener una mezcla homogénea, ésta se aplico a una columna
CyScribe GFX. Se centrifugd la columna a 13.000 rpm durante 30 segundos y se eliminé el
eluido. Se lavod la columna 2 veces con 600 ul de solucion de lavado y se centrifug6 luego a
13.000 rpm durante 10 segundos para eliminar restos de liquido. Se coloc6 la columna en un
nuevo microtubo y se afadieron 60 pl de solucion de elucién. Se incubd a temperatura
ambiente 5 minutos y luego se centrifugd a 13.000 rpm durante 1 minuto para recuperar el
ADNc marcado. El ADNc marcado de esta forma puede mantenerse a -20°C hasta el

momento de su utilizacion.
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9.4. Procesamiento del microarray previo a la hibridacion

Los Smo6koligo microarrays que se utilizaron son cristales QMT con grupos epoxi a
los que se unen los oligonucledtidos. Cada Smékoligo microarray contiene 6212
oligonucleétidos de 70 mondémeros de bases que representan todos los ORFs contemplados
en la anotacion de S. meliloti Rm1021 (Riiberg et al., 2003). De este modo se imprimen sobre
el cristal 20.160 gotas que representan todos los ORFs contemplados en la anotacion de S.
meliloti 1021 (Galibert et al., 2001) por triplicado (en algunos casos hasta 16 réplicas).

Estos cristales deben ser procesados antes de la hibridacion para bloquear los grupos
epoxi libres. Para ello se lavaron durante 5 minutos a temperatura ambiente en Solucion I (se
disuelven 25 ul de Triton X100 en 25 ml de agua Milli-Q, calentando 5 minutos a 80°C y se
deja enfriar a temperatura ambiente antes de usar), luego se lavaron dos veces durante 2
minutos a temperatura ambiente en Solucion I (5 pl de HC1 37% en 50 ml de agua Milli-Q),
se mantuvieron durante 10 minutos a temperatura ambiente en Solucion III (2,5 ml KC1 1M
en 22,5 ml de agua Milli-Q), se aclararon 1 minuto en agua Milli-Q a temperatura ambiente y
se transfirieron a la Solucion de Bloqueo (15 ml de agua Milli-Q, 4 ul de HC1 37% y 5 ml de
4xQMT Blocking Solution) que se prepard en el momento y se precalentd a 50°C antes de su
uso. Los cristales se mantuvieron en la Solucion de Bloqueo a 50°C durante 15 minutos en un
contenedor de cristal, se aclararon 1 minuto en agua Milli-Q a temperatura ambiente y

finalmente se secaron por centrifugacion a 1.200 rpm durante 3 minutos.

9.5. Hibridacion de los Sma6kOligo microarrays usando un cubreobjetos y una
camara de hibridacion

Las muestras de ADNc¢ marcado se desecaron utilizando un “Speed-Vacuum” y se
resuspendieron en 50 ul de DIG Easy Hyb pipeteando varias veces y se incubaron a 65°C
durante 5-10 minutos. Los cristales pretratados seguin las instrucciones del apartado anterior
se colocaron a 42°C en una camara de hibridacion “Thermomixer comfort” para evitar
posibles precipitaciones debidas a gradientes térmicos. La sonda se aplicé como una gota
sobre el cristal y a continuacion se colocé el cubreobjetos de modo que no quedasen burbujas.

La hibridacion se incubd a 42°C durante 14-18 horas.
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9.6. Procesamiento del microarray tras la hibridacion

Transcurrido el tiempo necesario para la hibridacion, los cristales se lavaron primero
con una solucion SSC 2x y SDS al 0,2% (p/v) durante 5 minutos a 42°C, luego dos veces con
una soluciéon SSC 2x y SDS al 0,1% (p/v) durante 1 minuto a temperatura ambiente, otras dos
veces con una solucion SSC 0,2x durante 1 minuto a temperatura ambiente y finalmente una
vez con una solucién SSC 0,1x preenfriada a 18°C durante 1 minuto. Por ltimo, los cristales
se secaron por centrifugacion a 1.200 rpm durante 3-5 minutos y se dejaron a temperatura
ambiente un minimo de 20 minutos antes de escanearlos. Durante todo el proceso se

mantuvieron los cristales en oscuridad en la medida de lo posible.

9.7. Adquisicion de la imagen y tratamiento de datos

Se utilizé un escaner confocal (ScanArray4000) para la obtencidon de las imagenes
correspondientes a la utilizacién de los laseres de 555 nm y 647 nm para deteccion de la
fluorescencia de Cy3 y CyS5, respectivamente. Para la obtencion de los datos se utilizé el
programa ImaGene5.5 (Biodiscovery Inc., Los Angeles Calif.,,USA) que determind Ia
intensidad de los distintos puntos impresos en el cristal asi como la intensidad del fondo
asociado a cada punto y la calidad del punto (seglin su forma, tamafio e intensidad respecto al
fondo). Se obtuvo el valor del log, de la relacion entre las intensidades detectadas de cada
fluoréforo para cada punto (M) mediante la formula M; = log, (Ri/G;), siendo R; = Ichii — Bgchii
y Gj = Ichoi — Benzi, donde Igpii 0 Ienpi son la intensidad de un punto en el canal 1 6 2 'y Bgepnii 0
Bgcnoi son la intensidad del fondo asociado al punto en el canal 1 6 2, respectivamente.
También se calculé la intensidad media para cada punto (A) segin la férmula A; =
loga(RiG;)"”. Cada experimento se llevé a cabo por triplicado. Para la normalizacion de los
datos y el andlisis estadistico de las réplicas se utilizo el programa EMMA 2.8 (Dondrup et
al., 2003), un programa especificamente disefiado para el analisis de datos de microarrays en
la Universidad de Bielefeld (Bioinformatics Resource Facility, Center of Biotecnology)

(http://www.genetik.uni-bielefeld.de/EMMA/). Con este programa se obtuvieron los

correspondentes valores de M y A normalizados y promediados en las réplicas con una
calidad aceptable (n) junto con el valor de fiabilidad de estos datos (p) segun una t de Student.
Se consideraron como diferencialmente expresados aquellos genes para los que n=6, p<0,05,
A>7 y M>0,9 0 M<-0,9 (es decir, si su expresion variaba dos veces como minimo entre ambas

condiciones experimentales) en todos los experimentos que se llevaron a cabo.
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10. RT-qPCR (REVERSE TRANSCRIPTION QUANTITATIVE REAL-TIME PCR)

La RT-PCR (“Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction”) permite la
amplificacion de una cantidad pequeiia de moléculas diana de RNA (tanto mRNA como RNA
total) con gran especificidad, mediante la transcripcion reversa del RNA a ¢cDNA, que es
posteriormente amplificado. De esta forma, se puede medir la expresion génica mediante una
técnica alternativa al Northern Blot o Dot Blot, ensayos de proteccion de RNasa, hibridacion
in situ, y ensayos de nucleasa S1. La RT-PCR es mas sensible que estas técnicas y requiere
menos RNA. Sin embargo, la presencia de RNA o DNA contaminante, tanto en las muestras
como en el laboratorio y reactivos, debe evitarse con el fin de impedir la aparicion de
productos inespecificos. Hay dos partes diferenciadas en cualquier RT-PCR: la sintesis de

cDNA vy la reaccion de amplificacion.

10.1. Sintesis de cDNA para RT-qPCR

Se tomo 1 ug de ARN total de Rhizobium purificado y se llevo a un volumen final de
10 pl con agua. Se afiadi6 1 pl de una mezcla de hexanucleotidos (100 ng/ pl) y 1 pl de una
mezcla de dNTPs (10 mM) y se incub6 a 65°C durante 10 minutos. A continuacion se dejo
enfriar en hielo durante 5 minutos y se afiadieron 4 pl de solucion 5xRT (Stratagene), 2 ul de
solucion 0,1 M de DTT (Stratagene™) y 1 pl de inhibidor de RNasa (40 U/ ul ). Se incub6 a
25°C durante 2 minutos y se adicion6 1 pl de reverso transcriptasa (SuperScript II;
Stratagene®). Los componentes de la reaccién se mezclaron y se incubaron primero a 25°C
durante 10 minutos y luego una hora a 42°C. Para inactivar la reaccion, se incubd a 65°C

durante 15 minutos y posteriormente se conservo a -20°C hasta su uso.

10.2. Reaccion de amplificacion para la cuantificacion de la expresion génica
relativa

La amplificacion de los fragmentos de cDNA para la cuantificacion de los niveles de
ARN mensajero re realizé utilizando Platinum® Taq ADN polymerase (Invitrogen®). Las
reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador 1Q de BIORAD. La mezcla
para la reaccion contenia: 1 pg de ARN reverso transcrito (¢cDNA), 0,2 puM de los
oligonucleotidos especificos del gen a estudiar, 0,2 mM de mezcla de dNTPs, 1,5 mM de
MgCl,, solucién de SYBR Green I 0,1x y Platinum Taq ADN polimerasa (1-2,5 U). Las

88



condiciones estandar de la reaccion de amplificacion fueron las siguientes: tras una
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minutos, se realizaron 35 ciclos a 94°C, 45"; 55°C,
45"; 72°C, 30", y finalmente se realiz6 una extension a 72°C durante 10 minutos. La
temperatura de hibridacion se cambi6 en funcion de los cebadores utilizados. A continuacion
se llevaron a cabo 1 ciclo de 1 minuto a 95°C, otro ciclo de 1 minuto a 70°C y 90 ciclos de 10
segundos a 55°C. Terminada la reaccion se realizd un analisis de la curva de Melting o curva
de fusion para la determinacion de la formacion de productos inespecificos.

La expresion relativa se ha cuantificado segun el método de Pfaffl (2001). En este
modelo las diferentes eficiencias de la PCR tanto para los genes en estudio como para los

genes de referencia (16S) se toman en cuenta como se muestra en la siguiente ecuacion:

ACP propemalcontrol-experimento)
problema

(E

ratio =
ACP,,(control-experimento)

( Eref)

En esta ecuacion el ratio del gen en estudio (problema) se expresa en una condicion
experimento frente a una condicién control, en comparacion con un gen de referencia (16S).
Eproblema Tepresenta la eficiencia de la PCR a tiempo real del gen en estudio; E.f representa la
eficiencia de la PCR en tiempo real del gene de referencia (16S); ACPprobiema €5 la desviacion
en Ct de las condiciones control menos de las condiciones experimento del gen problema; y
ACP.s es la desviacion en Ct de las condiciones control menos de las condiciones
experimento del gen de referencia. En este modelo también es necesario conocer la eficiencia
de PCR de cada gen estudiado. Las eficiencias de la PCR en tiempo real se calculan a partir
de las pendientes de la curva estandar (a) obtenidas después de realizar diluciones seriadas de
ADN gendémico de S. meliloti 1021 con las reacciones de la PCR a tiempo real (Pfaffl, 2004)
de acuerdo a la siguiente formula (E=10[-1/a]-1). En la tabla M5 se describen los

oligonucleoétidos utilizados en los experimentos de RT-qPCR en este trabajo.
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Tabla MS. Oligonucledtidos usados en los experimentos de RT-qPCR

Gen Oligo Forward (5°- 3") Oligo Reverso (5'-3")
SMa0967 GACGAGCCACACACGAAA CTTGAATGAACGATGAGG
SMb20835 GCACAGCCTCAAGTTCCT CGCCTCGTCGGTTATCTC
SMal077 (nex18) GTCAATTCAAGACGCTGG GGTTTCAGCAGGTTTTCG
SMa2402 (rhbB) TGAACATCAACGTCGCTG GGAGTAGAGACTGCTTGC
SMb20094 ACAGTACGTTCGATCAGG TGCGGATCTTCAGTTTCG
SMb20946 (exoY) CGCAGTTTCGACGTTCTTGC TCAGGCACTTGAAGGATTGG
SMb21314 (wgeA) TGACGACTTGCTGTTCGG TCGCCATAGATCAGGTCG
SMal323 (rctA) TCCTCTACATGATGCACC GTCTCTGTAAGTATCCCG
SMal321 (virB1) GAGGCTGAAGCTCTCAAT CGTAGTAGGATTGCAGCA
SMa0933 (traC) CCAGATCGAAAAGCTGCG TCAAGCTCCTCCTCAGTG
SMa0974 (SmrctB) TCCTCTACATGATGCACC CGCATCAGAATACCTACG
SMa0941 TGAAGCCTTTCTCAGCCA GCATCATCATCGATAGCC
SMa0956 TTTACAGATGGAACCACC TGGATGAGCGTCGTGAAG
SMa0953 AGCCTTGACGATGATTGC AAGAGTGCGTACTTCTGG
SMa0961 GCCGAGCTTTTTCTTCTG ACAATCAACCAGGACAGC
SMc03224 (16S) TCTACGGAATAACGCAGG GTGTCTCAGTCCCAATGT

11. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD $-GLUCURONIDASA

11.1. Actividad B-glucuronidasa

Algunos ensayos de expresion génica se llevaron a cabo con las cepas de Rhizobium
portadoras fusiones génicas con el gen UidA (gusA). Las cepas objeto de estudio se incubaron
a 28°C durante 24 horas con los antibidticos correspondientes. Se diluyeron los cultivos,
utilizando 0,2-1 ml del cultivo, seglin la D.Ogoonm. Las células se precipitaron y tras eliminar
el sobrenadante, se resuspendieron en 740 pl de tampon de ensayo (tampon fosfato sodico 50
mM, DTT 5 mM y EDTA 1 mM), 50 ul de SDS 0,1% y 100 pl de cloroformo. Se agitaron dos
veces durante 15 segundos y se incubaron a 37°C durante 10 minutos. Transcurrido este
tiempo, se afiadieron 10 pl de PNPG 100 mM (p-nitrofenil-B-D-glucurdnico) precalentado a

37°C. La mezcla se incubd a 37°C hasta que se detectd el cambio de color y entonces se pard
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la reaccion con 200 ul de Na,CO3 1M y se anotd el tiempo transcurrido. Se centrifugo
durante 5 minutos a 12.000 rpm y se midid la absorbancia del sobrenadante a una longitud de
onda de 405 nm. Las unidades Miller se calcularon segun la ecuacion: (T: tiempo (minutos);

V: volumen del cultivo utilizado (ml))

D. 006 X 1000
uMiller =

T xV xD.Ogyonm

11.2. Determinacion de proteina (reactivo de Biorad®)

Se empled el método de Bradford (1976) para determinar la concentracion de
proteina en células enteras. Para ello fue necesario realizar el tratamiento previo de lisis que
se describe a continuacion: se tomaron tres alicuotas de 200 pl de cada muestra y se les
adicion6 1 volumen de NaOH 2M; se agitaron en vortex y se hirvieron durante 20 minutos, se
centrifugaron durante 3 minutos a 12.000 rpm para eliminar los restos celulares, se tomaron
100 pl de sobrenadante de cada muestra y se afiadieron 700 pl de agua y 200 pl de reactivo de
Bradford; se agitdo y se incubo entre 2 y 60 minutos. La concentracion de la proteina se
calculd después de registrar los valores de absorbancia de las muestras a una longitud de onda
de 595 nm frente a un blanco que contenia 800 ul de agua y 200 pl del reactivo de Bradford.
La concentraciéon de proteina se calculdé mediante interpolacién a una curva patron que se

preparé con albumina bovina (Sigma®).
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MOVILIZACION DEPENDIENTE DE pSymA DEL MEGAPLASMIDO pSymB DE

Sinorhizobium meliloti

Resumen

Sinorhizobium meliloti 1021 posee dos megaplasmidos, pSymA de 1,354 Kb y pSymB
de 1,683 Kb, que son esenciales para el establecimiento de la simbiosis con alfalfa y para la
supervivencia de la bacteria en la rizosfera. Pérez-Mendoza y colaboradores (2005) mostraron
que el pSymA es autotransmisible y que sus funciones conjugativas estan reguladas por el
represor transcripcional RctA. En este trabajo se muestra por primera vez la transferencia
conjugativa de pSymB como un evento de movilizacion en frans que requiere el sistema de
secrecion tipo IV codificado por pSymA. pSymB posee un oriT funcional asi como un gen
traA2, que codifica para una probable relaxasa, el cual es también transcripcionalmente
reprimido por rctA. Ambos megaplasmidos simbiodticos parecen requerir la presencia de los
genes codificantes para las correspondientes relaxasas en cis con sus respectivos oriTs para

alcanzar méaximas frecuencias de transferencia conjugativa.
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1.1. Genes conjugativos de pSymA y pSymB de S. meliloti 1021

Las especies bacterianas pertenecientes a la familia Rhizobiaceae usualmente poseen
grandes plasmidos que codifican diversas funciones, determinantes de sus estilos de vida en el
suelo y la rizosfera. En muchos rizobios, los genes necesarios para el establecimiento de
asociaciones simbioticas con plantas leguminosas estan localizados en los denominados
plasmidos simbidticos (pSyms). La transferencia conjutativa de estos plasmidos ha sido
probablemente de gran importancia para la evolucion de los rizobios. Aunque la transferencia
conjugativa de plasmidos entre rizobios se ha detectado en numerosas ocasiones, la
transferencia de estos plasmidos ocurre a muy baja frecuencia bajo condiciones de
laboratorio, lo que sugiere la existencia de estrictos sistemas de regulacion. Se han detectado
dos tipos de plasmidos segun el mecanismo de regulacion de la transferencia conjugativa que
presentan: plasmidos QS (Quorum Sensing) y plasmidos regulados por rctA (revisado en Ding
& Hynes, 2009). La primera clase incluye diversos plasmidos de varias especies, cuya
transferencia ocurre en respuesta a la densidad de poblacion, de forma similar al plasmido Ti
de Agrobacterium tumefaciens. Por el contrario, la transferencia de plasmidos regulados por
rct4, como pRetCFN42 de Rizobium etli y pSymA de Sinorhizobium meliloti, es reprimida
por el regulador transcripcional RctA (Pérez-Mendoza et al., 2005; Sepulveda et al., 2008).

El genoma de S. meliloti 1021 estd compuesto por tres replicones: un cromosoma
circular de 3,65 Mb, y dos replicones plasmidicos, pSymA y pSymB, de 1,35 Mb y 1,68 Mb,
respectivamente (Galibert et al., 2001). El tamafio inusual de los megaplasmidos plantea la
cuestion de si son realmente plasmidos o cromosomas. Del total del genoma de la bacteria, un
2.2% corresponde a secuencias de insercion (IS) y secuencias de fagos, pero la distribucion de
las mismas no es homogénea (Galibert et al., 2001). La abundancia de estas secuencias es
mayor en pSymA, especialmente cerca de los genes simbidticos, una caracteristica similar a
otras regiones simbioticas de rizobios (Kaneko et al., 2000; Freiberg et al., 1997; Gottfert et
al., 2001; Viprey et al., 2000). Este hecho aporta una evidencia adicional a la hipdtesis de que
las regiones simbidticas son propensas a reordenaciones del ADN (Kaneko et al., 2000). Otra
caracteristica comun a los plasmidos simbidticos es el menor contenido de G+C en
comparacion con el resto del genoma (Galibert et al., 2001).

pSymA es considerado como el “verdadero” plasmido simbiotico de la cepa, puesto
que porta la mayoria de los genes necesarios para la nodulacion y la fijacion biologica de

nitrogeno (Galibert et al., 2001). Los genes implicados en el metabolismo del nitrégeno
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también se encuentran localizados particularmente en pSymA: la mayoria de genes nif (nif4,
nifB, nifHDKE, nifX, nifN y nifS) y fix (fixABCX, fixLJ, fixMNOQP, fixGH, etc), una
glutamato deshidrogenasa (gdhA), un conjunto completo de genes necesarios para la
desnitrificacion (nos, nor y nap) y genes para el transporte de nitrato. Por su parte, pSymB
codifica una nitrato reductasa (narB), dos transportadores de nitrato y una glutamina sintasa
(glnll). S. meliloti es una bacteria aerobica que debe de generar altos niveles de energia para
mantener la fijacion de nitrogeno en un medio con baja concentraciéon de oxigeno. La
citocromo C oxidasa, que pertenece al tipo de cbbs con una alta afinidad por el oxigeno, esta
codificada por dos conjuntos de genes duplicados fixNOQP incluidos ambos en pSymaA.
Tanto pSymA como el cromosoma portan un gran conjunto de genes NADH ubiquinona
deshidrogenasa, que puede ayudar a incrementar el metabolismo energético durante la
simbiosis, posiblemente junto con la cbb; oxidasa. pSymA también codifica dos formato
deshidrogenasas (Barnett et al., 2001).

pSymB también se considera plasmido simbidtico, ya que contiene los genes
necesarios para producir los polisacaridos de superficie y algunos de los genes necesarios para
el metabolismo del nitrégeno (Finan et al., 2001). Los polisacaridos de superficie de S.
meliloti, incluyendo los exopolisacaridos (EPSs), lipopolisacaridos (LPSs), polisacaridos
capsulares (CPSs), y B-glucanos ciclicos, codificados principalmente por el cromosoma y
pSymB, son cruciales para realizar con éxito la infeccion a la planta, posiblemente por
supresion de las respuestas de defensa de la planta (Viprey et al., 2000). Existe una gran
abundancia en pSymB de sistemas de transporte, sobre todo de tipo ABC, relacionados con la
utilizacioén de diversos sustratos como fuentes de nitrogeno o carbono, los cuales podrian ser
importantes para la bacteria en la rizosfera (Nogales et al., 2009). Ademas, se ha demostrado
recientemente por estudios genéticos y transcriptdmicos que pSymB parece portar un gran
nimero de genes que se activan después de un choque osmoético y que deben tener una
funcion activa en el proceso de osmoadaptacion de S. meliloti (Dominguez-Ferreras et al.,
2006). En conjunto, los datos apoyan la idea de que pSymB desempefia una funcion
importante en la competencia saprofitica de S. meliloti en el suelo (Finan et al., 2001).

No existen genes esenciales en pSymA, por lo que este plasmido puede ser curado de
la cepa silvestre, como se comprobo en la cepa de S. meliloti A818, derivada de Rm2011
(Oresnik et al., 2000). Por el contrario, en pSymB existen genes esenciales, que hacen que sea

imprescindible para la supervivencia de la bacteria, tales como el ARNt ArgtRNAccg, los
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genes de division minCDE y dos genes candidatos para la sintesis de asparagina (asn), uno de
ellos requerido para el crecimiento en medio minimo. Por esto, se considera a pSymB como
un segundo cromosoma debido a que transporta funciones esenciales para la supervivencia de
la bacteria (Finan et al., 2001), aunque posea las funciones de replicacion y el oril tipico de
plasmidos (Wong et al., 2002). La existencia de replicones plasmidicos que codifican
funciones esenciales para la bacteria, que habitualmente se localizan en el cromosoma, ha
llevado a algunos autores a acufar el término “cromido” para los mismos (Harrison et al.,
2010).

Con respecto a la transferencia conjugativa, pSymA incluye una region con claros
homologos a trad (traAl) y traCDG, asi como una secuencia oriT de tipo RSF1010 (Figura
1.1), pero carece de los genes tralRMBF'y trbDJKLFH que se encuentran en otros plasmidos
rizobiales (Galibert ef al., 2001). La funcién Mpf se llevaria a cabo por un sistema tipo virB
codificado por el operon SMal322-virBI-virBI1, separado unas 200 Kb de trad4l y del
operon traCDG (Figura 1.1). El sistema virB es similar al T4SS codificado por los genes virB
y avrB de A. tumefaciens También existe un sistema llamativamente similar al pilus de
Caulobacter crecentus (Skerker et al., 2000), codificado por dos conjuntos de genes
homologos (pilA/cpa) localizados en el cromosoma y pSymA. S. meliloti carece de sistema de
secrecion tipo III a diferencia de Rhizobium sp. NGR234 (Freiberg et al., 1997),
Mesorhizobium loti (Kaneko et al., 2000) o Bradyrhizobium japonicum (Gottfert et al., 2001),
por lo que el uso del T3SS no debe ser una estrategia universal para infectar a las células de
las plantas entre los rizobios, si bien desempefia una funcién en cuanto a la especificidad del
hospedador (Perret et al., 2000). Por su parte, pSymB tan sélo presenta un gen homdlogo a
trad (traA2) adyacente a un hipotético oriT, sin que se hayan identificado otros genes tra o
algun operon tipo virB en su secuencia.

Aunque el plasmido pSymA posee todas las funciones necesarias para ser auto-
transmisible, la transferencia de este plasmido es indetectable en condiciones de laboratorio
debido a la represion que RctA, un represor transcripcional codificado por el gen rctA, ejerce
sobre los genes de conjugacion. Asi, la transferencia de pSymA sélo se observa en
condiciones en donde no existe esta represion, como ocurre en mutantes RctA™ (Pérez-
Mendoza et al., 2004, 2005). En cambio, la transferencia de pSymB nunca ha sido

demostrada.
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1.2. Caracterizacion de los genes traAl y traA2

El andlisis de la secuencia de pSymA y pSymB también permiti6 conocer las
funciones de transferencia que tenian ambos plasmidos. A diferencia de pSymA, pSymB
presenta una organizacion tipica presente en plasmidos movilizables, las tnicas funciones
relacionadas con conjugacion identificadas en pSymB son el gen ra42, que codifica para una
probable relaxasa, y un oriT adyacente (Figura 1.1). Ademads, Pérez-Mendoza y colaboradores
(2006), encontraron evidencias de que dicho oriT podria ser funcional. Por tanto, pSymA
podria ser considerado como un pldsmido autotransferible y pSymB podria ser un plasmido

movilizable.

pSymA S. melifoti

pSymB S. mefiloti

Figura 1.1. Entorno genético de traAl y traA2. En negro, genes implicados en la transferencia
conjugativa. En morado, origenes de transferencia. En gris, otros genes.

TraA2 muestra un 97% de identidad de secuencia con TraAl, mientras que las respectivas
regiones oriTs (secuencias de 300 pares de bases alrededor de los hipotéticos sitios nic) de los
plasmidos simbidticos pSymA y pSymB muestran un 95% de identidad de secuencia entre
ellas (Figura 1.2). Ademads, el fragmento de 300 pares de bases perteneciente al oriT del
pSymB pudo ser movilizado desde un mutante rct4 de R. etli (Pérez-Mendoza et al., 2006).
La alta conservacion de secuencias entre TraAl y TraA2 era indicativa de que tra42 podria
ser funcional, a pesar de no estar asociada a otros genes tra. Para evaluar la posibilidad de que
la expresion de fraA2 también pudiese estar regulada por RctA, se construy6d una fusion
transcripcional del gen fraA2 al gen reportero gus del plasmido pFUSI, obteniéndose la
construccion pFustrad2::gus (véase Anexo 1.1), que se introdujo en las cepas 1021 y
1021RctA” usando la cepa movilizadora de E. coli S17.1. Tras la cuantificacion de la
actividad B-glucuronidasa, los resultados obtenidos mostraron que la expresion del gen tra42

fue 2,6 veces mas alta en un mutante rct4 que en la cepa silvestre (35,7 y 13,5 unidades B-
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Capitulo 1

glucuronidasa, respectivamente), lo que sugeria que al igual que los genes tradl, traCy virB

de pSymA, la expresion de tra42 (pSymB) también esta sujeta a represion por RctA.

1 W E] a0 A0 £ “ 0 ] a0 108 118 150 130 140 150
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Figura 1.2. Comparacion de las secuencias protéicas de TraAl y TraA2. Alineamiento de las
secuencias aminoacidicas de TraAl y TraA2. En color azul se muestran las diferencias en la secuencia, en rojo
las similitudes. Las diferencias entre ambas secuencias se concentran principalmente en el extremo C-terminal
de las proteinas.

1.3. Transferencia conjugativa del pSymB de S. meliloti 1021

Tal y como se ha comentado en la introduccion de esta memoria de tesis, el sistema de
regulacion de la transferencia conjugativa mas comun dentro de los rizobios es la regulacion
por QS. En el caso de S. meliloti no se conoce ningun sistema de QS asociado a la
conjugacion de pSymA y pSymB. Tras la identificacion de los genes reguladores rctB
(activador de la transferencia conjugativa) y rctA (inhibidor de la transferencia conjugativa)
del plasmido simbiotico de R. etli pRetCFN42d, mediante un andlisis in silico del genoma de
S. meliloti se identificé un gen que mostré un 70% de homologia con el gen rct4 de R. etli,
SMal323. Se demostr6 la funcionalidad del homoélogo de rctd de S. meliloti mediante
complementacion en trans de mutantes defectivos en rct4 de R. etli con construcciones que
portaban el gen SMal323 (Pérez-Mendoza et al., 2005). Ademads, se demostré que el gen
SMal323 reprime la actividad de los genes responsables de la transferencia, como traC 'y

traAl (Pérez-Mendoza et al., 2005). Por tanto, se considerd que el plasmido simbiotico de S.

102



meliloti podria seguir el mismo sistema de regulacion de transferencia que el plasmido
simbiotico de R. etli apuntado por Pérez-Mendoza y colaboradores en 2005.

Pérez-Mendoza y colaboradores (2005) demostraron que la transferencia conjugativa
de pSymA de S. meliloti 1021 estd reprimida por el regulador transcripcional RctA en
condiciones de laboratorio. En cambio, hasta el momento no se habia estudiado la transferencia
de pSymB. Previo al ensayo de la movilizacion de pSymB, se construyeron cepas marcadas
simultineamente en pSymA y pSymB. Mediante la técnica de transduccién especializada
utilizando el fago pM12, se transfirio el gen de resistencia a gentamicina presente en el pSymB
de la cepa A818::Gm" (Quandt ef al., 2004, cedida por Michael Hynes) a las cepas 100TSS
(cepa control marcada con un gen de resistencia a Sm/Spc en el gen ots4 de pSymA) y
1021RctA". Como resultado del proceso de transduccion, se obtuvieron las cepas 100TSSHB
(pSymA otsA::Sm/Spc 'y pSymB marcado con Tn5::Gm) y 1021RctAHB (pSymA
rctA::Sm/Spc; pSymB marcado con Tn5::Gm). La transferencia del pSymA y del pSymB se
ensayo6 en cruces con la cepa de A. tumefaciens GMI19023 (4tGMI9023) como receptora. Como
era de esperar, no hubo transferencia de plasmidos desde la cepa 100TSHB. Sin embargo, si se
observo la transferencia conjugativa de ambos plasmidos desde la cepa 1021RctAHB hacia
AtGMI9023. Dicha transferencia se selecciond por la resistencia a los antibidticos que
presentaron los transconjugantes de AfGMI9023. Los resultados mostraron que la frecuencia
de transferencia de pSymB fue un orden de magnitud inferior a la de pSymA, mientras que la
transferencia simultanea de ambos plasmidos descendia tres 6rdenes de magnitud con respecto
a la frecuencia de transferencia de pSymA y, mas de un orden, con respecto a la frecuencia de

transferencia individual de pSymB (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Frecuencias de transferencia de pSymA y pSymB desde S.
meliloti hacia AtGMI19023

Cepas Donadoras Frecuencia de Transferencia®
pSymA pSymB pSymA + pSymB

100TSSHB N.D. N.D. N.D.

1021RctAHB 8,6x 107 6,0x 10° 8,04x 10

. a . , ;.
N.D., transferencia no detectada; = las frecuencias estan calculadas como el niimero de
transconjugantes por célula donadora. Los valores muestran la media de al menos tres
experimentos independientes.
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En otros sistemas que implican un pldsmido autoconjugativo y otro movilizable, la
frecuencia de cotransferencia suele venir determinada por el plasmido que se transfiere con
menor eficiencia, y suele ser similar a ésta (Reinmann y Haas, 1993).

Para determinar si pSymA también podria movilizar a plasmidos heterdlogos, se
estudio la transferencia del plasmido movilizable (IncQ) pML122 desde S. meliloti 1021. Este
plasmido se introdujo en las cepas 100TSS y 1021RctA” por conjugacion biparental y se
hicieron estudios de transferencia utilizando 4tGMI9023 como cepa receptora. Se observod
que el vector pML122 pudo ser movilizado desde una cepa rctd de S. meliloti 1021 a
frecuencias relativamente bajas, lo que indicaba que dicho plasmido estaba utilizando las
funciones conjugativas de pSymA (Tabla 1.2). Ademadas, se pudo observar que la
cotransferencia de pSymA y del plasmido heterélogo pML122 fue un evento raro que ocurria

a frecuencias muy bajas, de forma similar a la cotransferencia de los pSyms de S. meliloti.

Tabla 1.2. Frecuencias de transferencia de pSymA y pML122 desde S.
meliloti hacia A1GM19023

Cepas Donadoras Frecuencia de Transferencia®
pSymA pML122 pSymA + pML122

100TSS (pML122) N.D. N.D. N.D.

1021RctA (pML122) 6,6 x 107 8,9x 10° 2,9x 10®

. a . i ,
N.D., transferencia no detectada; = las frecuencias estan calculadas como el numero de
transconjugantes por célula donadora. Los valores muestran la media de al menos tres
experimentos independientes.

Para comprobar si existen diferencias en la frecuencia de transferencia del plasmido
heterdlogo IncQ pML122 por distintos sistemas de transferencia, se decidié ver tanto la
movilizacion de dicho plasmido, como la cotransferencia junto con el plasmido simbidtico,
pRetCFNX42d, de la cepa de R. et/i CFN42. En la Tabla 1.3 se observa la transferencia del
plasmido simbidtico de R. etli pRetCFNX42d, la transferencia correspondiente al plasmido
heter6logo pML122 y la cotransferencia de los mismos. Como donadores, se emplearon las
cepas de AtGMI9023: At¢ pRetd::Km (pML122) (que porta el plasmido pRetCFNX42d
marcado con un gen de resistencia a kanamicina junto con el pldsmido heter6logo pML122),

y la cepa At Tn5.1 (pML122) (que porta el plasmido pRetCFNX42d mutado en el gen rct4
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junto con el plasmido heterdlogo pML122). Como cepa receptora se usdé R. etli

CFNX218Spc.

Tabla 1.3. Frecuencias de transferencia de pRetd y pML122 desde
AtGMI9023 hacia R. etli CFNX218Spc

Cepas Donadoras Frecuencia de Transferencia®

pRetd pML122 pRetd + pML122

At pRetd::Km (pML122) N.D. N.D. N.D.
At Tn5.1 (pML122) 53x10* 8,9x 107 6,3x 107

. a . , ,
N.D., transferencia no detectada; =~ las frecuencias estdn calculadas como el nimero de
transconjugantes por célula donadora. Los valores muestran la media de al menos tres
experimentos independientes.

1.3.1. Verificacion de la transferencia conjugativa de los pSyms de S. meliloti

1021

Puesto que los datos de transferencia conjugativa obtenidos estaban basados en el
recuento de transconjugantes resistentes a antibidticos, de acuerdo al marcaje realizado en
cada plasmido, se decidi6 verificar la presencia de pSymA y pSymB en varios de estos
transconjugantes. Para ello se llevd a cabo la amplificacion de genes exclusivos, tanto de
pSymA como de pSymB, a partir de ADN gendémico de varios de los transconjugantes
obtenidos. Los genes empleados en la deteccion de los plasmidos fueron: SMal077 (next18)y
SMa2408 (rhbB), y SMb20094, SMb21314 (wgeAd) y SMb20946 (exoY), exclusivos de
pSymB (Figura 1.3).

Se obtuvo ADN gendmico de 24 transconjugantes (8 resistentes a Sm/Spc, 8
resistentes a Gm y 8 resistentes a Gm y Sm/Spc) obtenidos en un cruce entre la cepa donadora
1021RctAHB y la cepa receptora AtGMI9023, amplificindose mediante PCR los genes
descritos en el parrafo anterior, usando cebadores especificos. Los resultados de estas
amplificaciones se muestran en la Figura 1.4. Todos los transconjugantes resistentes a Sm/Spc
exhibieron el amplificado correspondiente a los genes SMal077 (nextl8) y SMa2408 (rhbB),
confirmando que todos ellos eran portadores del pSymA, mientras que resultaron negativos

para los genes SMb20094, SMb21314 (wgeA) 'y SMb20946 (exoY) de pSymB (Figura 1.4). Del
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mismo modo, se pudo obtener el amplificado especifico correspondiente a los genes
SMb20094, SMb21314 (wged) y SMb20946 (exoY) a partir de todos los transconjugantes
resistentes a Gm analizados, mientras que no amplificaron los genes SMal077 (nextl§) y
SMa2402 (rhbB), lo que confirmaba que tales transconjugantes Gm" eran portadores de

pSymB.

==975.000 pb
pSymA. {1.354.226 Mb)

325000 pb ==

650.000 pb

A2
A1) SM=1077 (nex18) (580.601 - 689,083 pb) B1) SMb20094 (101.410 -103.182 pb)
A2) SMa2402 (rhbB) (1.307.688 -1.209.076 pb) B2) SMb21314 (wpeA) (979.683 — 980.242 pb)
repABC (1.352.360 - 1.353.536 pb) B3) SMb20946 (exoY) (1.172.669 -1.173.639 pb)

repABC (67664 - 68760 pb)

Figura 1.3. Localizacion de los genes estudiados en los plasmidos pSymA y pSymB. Los diferentes
genes se han sefialado en rojo, azul, naranja, gris y verde y se ha sefialado su localizacion con el mismo color en el
plasmido correspondiente.

Entre los transconjugantes Gm"® y Sm"/Spc”, todos ellos fueron positivos para la
presencia de los genes SMal077 (nextl8) y SMb20094, lo que indicaba la presencia de pSymA
y pSymB en dichos transconjugantes. Sin embargo, mientras solo 6 de ellos (75%) fueron
positivos para el resto de genes de pSymA y pSymB, dos transconjugantes fueron negativos
para SMa2402 (rhbB), SMb21314 (wged) y SMb20946 (exoY) (Figura 1.4). Estos datos
sugerian que todos los transconjugantes Gm" y Sm"/Spc® analizados habian recibido los dos
pSyms, pero que en algunos casos podrian haber ocurrido reorganizaciones que conllevarian la

pérdida de fragmentos de dichos plasmidos.
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Capitulo 1

At (pSymad) At (pEYME) At (pSymAIDSymE)

1021 RctAHB

AGMIS023

123 4656678 1 23 45678 34557B£

o S ML 5 Seseanaa 5 oo
o e A - - a2 o0
o S NS « « o o« - = oo
___mﬂmm

20000
10000 . - -------- . | e S —— — Sb20946 (exoY)

Figura 1.4. Amplificion por PCR de genes del pSymA y pSymB de transconjugantes de
AtGMI19023 han recibido el pSymA, pSymB o ambos plasmidos simultaneamente. La cepa
receptora AtGMI9023 no amplificé ninguno de los genes marcadores. La cepa donadora 1021RctAHB fue
utilizada como control positivo. M100bp, Marcador de peso molecular de ADN.

1.3.2. Transferencia de los pSyms de S. meliloti por la maquinaria VirB presente
en pSymA

Debido a que pSymB no contiene genes codificantes para funciones Mpf, era
razonable pensar que su transferencia podia ser dependiente de las funciones de conjugacion
presentes en el pSymA, como el sistema de secrecion tipo IV codificado por los genes virB.
Para verificar esta hipotesis, se construyd un doble mutante para los genes rct4 y el operon
virB, 1021RctAAvirB. Posteriormente, mediante transduccion generalizada, se marcé el
pSymB de este doble mutante con un Tnj::Gm, obteniéndose la cepa 1021RctAAvirBHB.
Esta cepa se utilizd como donadora en cruces con AtGMI9023. Segun lo esperado, no se
detectd transferencia conjugativa ni del pSymA ni del pSymB desde el doble mutante rctA4
virB hasta Agrobacterium (Tabla 1.4). Estos resultados indican que efectivamente pSymA y
pSymB emplean el mismo sistema de secrecion tipo IV para transferirse, que no es otro que

el codificado por el operdn virB.
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Tabla 1.4. Frecuencias de transferencia de pSymA y pSymB desde S.
meliloti 1021RctAAvirBHB hacia AtGMI19023

Cepas Donadoras Frecuencia de Transferencia®
pSymA pSymB pSymA + pSymB
100TSSHB N.D. N.D. N.D.
1021RctAHB 8,6x 107 6x10° 8,04 x 10
1021RctAAvirBHB N.D. N.D. N.D.

. a - i ,
N.D., transferencia no detectada; = las frecuencias estan calculadas como el numero de
transconjugantes por célula donadora. Los valores muestran la media de al menos tres
experimentos independientes.

1.4. Evaluacion de la preferencia en cis de las relaxasas TraAl y TraA2 por sus
respectivos oriTs

La importancia que tiene la relaxasa (TraA) como proteina central de la transferencia
conjugativa del plasmido simbidtico de R. et/i pRetCFN42d, ya ha sido puesta de manifiesto
por Pérez-Mendoza y colaboradores (2006). Ademas, se ha demostrado que la posicion que
ocupa el gen trad con respecto al oriT es importante para la eficiencia de conjugacion, de
manera que si ambos elementos no se encuentran en cis, baja drasticamente la eficiencia de la
transferencia conjugativa. Este descenso tan acusado de mas de dos 6rdenes de magnitud no se
ha observado en otros sistemas, por lo que podria ser una caracteristica particular de algunos
plasmidos de rizobios. No obstante, una preferencia de movilizacion en cis también ha sido
descrita para la relaxasa del transposon conjugativo Tn/549 en Clostridium symbiosum
(Tsvetkova et al., 2010), y evidenciada en el caso del plasmido pIP501 de Streptococcus
agalactiae (Arends et al., 2012).

El hecho de que la transferencia de pSymB fuese mucho mas eficiente que la
transferencia simultanea de ambos pSymA y pSymB (Tabla 1.1) sugeria una movilizacién en
trans de pSymB. Sin embargo, la transferencia de pSymB fue un orden de magnitud menor
que la de pSymA, lo cual podria sugerir un tipo de movilizacion por cointegracion (falsa
movilizacion), donde la transferencia del pldsmido movilizador es mas alta que la
transferencia del plasmido movilizado (Reinmann y Haas, 1993). Para comprobar cual de los

dos posibles mecanismos de movilizacion estd operando en la transferencia de los
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megaplasmidos de S. meliloti, se ensay6 la frecuencia de movilizacion de los oriTs de pSymA
y pSymB, clonados separadamente. Para esto, dos plasmidos que contenian los
correspondientes oriTs de pSymA y pSymB (pJBSA y pJBSB, respectivamente; Pérez-
Mendoza et al., 2006) fueron introducidos en un mutante rct4. Como se muestra en la Tabla
1.5, ambos oriTs fueron transferidos al receptor 4tGMI9023 a frecuencias similares, lo que
indicaba que ambos oriTs son funcionales. Sin embargo, las frecuencias de movilizacion de
ambos oriTs fueron menores de 10, lo que es lo mismo, unas 100 veces mas bajas que la
frecuencia de transferencia de pSymA y varias veces inferiores a la del pSymB (Tabla 1.5).
Este resultado sugeria a su vez una posible preferencia de la relaxasa por su oriT en cis, como
habia sido demostrado para la relaxasa del pSym de R. etli (Pérez-Mendoza et al., 2006).

Para demostrar si este mismo efecto se produce en el sistema de transferencia de S.
meliloti 1021, se amplificaron y clonaron en el vector pJB3Tcl9 fragmentos de ADN
correspondientes a oriT+trad tanto de pSymA como de pSymB, obteniéndose las
construcciones pJBSAR y pJBSBR, respetivamente (véase Anexos 1.3 y 1.4), y se comparé su
eficiencia de movilizacion respecto a las construcciones portadoras del oriT en solitario. Las
construcciones fueron introducidas en las cepas 100TSSHB, 1021RctAHB vy
1021RctAAvirBHB, y las cepas resultantes se usaron como donadoras en cruces con la cepa
receptora AtGMI19023. Para detectar cada uno de los eventos de transferencia conjugativa, se
seleccionaron transconjugantes que expresaran las correspondientes resistencias a antibidticos
portadas por cada construccion o plasmido. Como era de esperar, no se observo transferencia
de ninguna de las construcciones anteriores ni de ninguno de los plasmidos simbioticos desde
las cepas 100TSSHB (RctA") y 1021RctAAvirBHB (RctA” VirB)).

En la Tabla 1.5 se muestran las frecuencias de transferencia de los diferentes plasmidos
desde la cepa donadora 1021RctAHB para cada una de las construcciones, los plasmidos
simbiodticos y la cotransferencia de los mismos. Los resultados obtenidos pusieron de
manifiesto que la frecuencia de transferencia de las construcciones que portan los oriTs, tanto
de pSymA como de pSymB (pJBSA y pJBSB), no presentan diferencias significativas entre
ellas debido posiblemente a la similitud de la secuencia de los mismos.

En cambio, como puede observarse en la Tabla 1.5, las construcciones que contienen el
gen de la relaxasa junto a la secuencia oriT (pJBSAR y pJBSBR) se movilizan a frecuencias
similares al plasmido pSymA completo e incluso algo superiores (7-8 x 10”). De manera

similar a lo que ocurre con pJBSA y pJBSB, no existen diferencias significativas entre las

109



construcciones anteriores, debido posiblemente a la similitud de las secuencias ya
mencionadas. Este hecho demostraria la baja eficiencia de reconocimiento que las relaxasas
muestran por sus respectivos oril en trans, de forma similar a lo observado en el caso de R.
etli (Pérez-Mendoza et al., 2006). Por otra parte, la cotransferencia de los distintos plasmidos
fue muy inferior a la transferencia de cada plasmido por separado. Asi, la cotransferencia de
pSymA vy las construcciones que portan los oriT en solitario fue indetectable. Sin embargo, si
pudo detectarse la transferencia simultdnea de pSymA o pSymB y las construcciones pJBSAR
y pJBSBR, aunque a frecuencias sensiblemente inferiores a la de los pldsmidos
individualmente. Este hecho hace que este sistema sea diferente al observado para la R. etli, en
donde la frecuencia de cotransferencia se correspondia con la del plasmido transferido

individualmente a més baja frecuencia.

Tabla 1.5. Frecuencias de transferencia de pSyms y construcciones Dtr desde S. meliloti
1021RctAHB hacia AtGMI19023

1021 RctAHB Frecuencia de Transferencia®

pSymA pSymB oriT pSymA +oriT pSymB +oriT ~ pSymA +pSymB

pJBSA 2,2x 107 1x10°  7,1x107 N.D. N.D. N.D.
pJBSB 14x10° 1,1x10° 4,7x10° N.D. N.D. N.D.
pJBSAR 14x10° 65x107  7,7x10°  1,6x 107 2,5x 10 1,9x10°®
pJBSBR 2x10° 2,1x10% 83x10° 24x107 2,8x10® 2,6 x10°

. a . . , 2
N.D., transferencia no detectada, = transferencia no detectada; las frecuencias estan calculadas como el nimero de
transconjugantes por célula donadora y son la media de al menos tres experimentos.

1.5. Importancia de homologos a genes VBP de A. tumefaciens para la
transferencia conjugativa de pSyms de S. meliloti 1021

Como ya se ha explicado anteriormente, el sistema de secrecion de tipo IV (T4SS) de
A. tumefaciens comparte un ancestro comun con los sistemas de conjugacion bacteriana
(Christie et al., 2005; Backert, et al., 2006), entre los que podria incluirse el T4SS codificado
en el pSymA de S. meliloti. Las proteinas implicadas en la transferencia conjugativa de ADN
se denominan proteinas Vir (Christie et al., 2005; Backert et al., 2006), que se dividen segun
su funcidn en tres clases: por un parte la relaxasa VirD2 y las proteinas VirD1, VirC, VirE2,

VirEl y VirF, que se encargan del procesamiento y empaquetamiento del intermediario de
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ADN; las proteinas VirB que forman el verdadero aparato de transporte de diversos sustratos
macromoleculares, incluyendo el complejo formado por la relaxasa VirD2 y ADN-T y
proteinas como VirE2 y VirF a las células de la planta; y, las proteinas encargadas de
producir una interaccion especifica entre el sustrato y el aparato de transporte (proteinas
acopladoras; VirD4).

Recientemente, Guo y colaboradores (2007b) demostraron la existencia de unas
proteinas, a las que denominaron “proteinas reclutadoras”, cuya funcion es la de mejorar el
reclutamiento del complejo nucleoproteico hacia los componentes energizantes del aparato de
transporte. Previamente, demostraron que la proteina VBP1 (VirD2 Binding Protein) es capaz
de unirse directamente a la relaxasa VirD2 y ademés estd implicada en el proceso de
tumorigénesis en Agrobacterium (Guo et al., 2007a). En el genoma de A. tumefaciens se han
encontrado otros dos genes adicionales que codifican proteinas altamente homdlogas a VBP1,
designadas VBP2 y VBP3. Todas estas proteinas tienen la capacidad de unirse a la relaxasa
VirD2. A. tumefaciens es capaz de movilizar el plasmido tipo IncQ RSF1010 (pero no RK?2)
durante la conjugacion bajo condiciones no inductoras (Cook y Farrand, 1992; Chen et al.,
2002), mejorando la eficiencia de transferencia del plasmido, lo que indica que RSF1010
puede ser movilizado por un sistema de transferencia independiente al sistema VirB/D4. Guo
y colaboradores (2007) analizaron el efecto de las proteinas VBP en la movilizacion del
plasmido pML122, un derivado del RSF1010 (Labes et al., 1990) desde Agrobacterium hasta
E. coli bajo condiciones no inductoras, encontrando que aparte de la funcion que tienen estas
proteinas en la transferencia de ADN-T mediada por el sistema VirB/D4 T4SS, también tienen
una funcion en la movilizacion de pldsmidos RSF1010 por un sistema independiente a
VirB/D4 bajo condiciones no inductoras (Guo et al., 2007b).

Se han encontrado homologos a las proteinas VPB en varias bacterias de la familia
Rhizobiaceae. Se han identificado proteinas con identidades muy significativas en S. meliloti

pSymA (58%) y pSymB (58%), asi como en R. etli (65%) (Tabla 1.6).
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Tabla 1.6. Porcentaje de identidad entre la secuencia de aminodcidos de la proteina VPB1 de A.
tumefaciens y proteinas de R. etli y S. meliloti

ORGANISMO PROTEINAS % IDENTIDAD
A. tumefaciens C58 VP1 (AAL45807) (hipotética proteina) 100
A. tumefaciens C58 VP2 (hipotética proteina) 72
R. etli CFN42 RHE_CHO00725 (Nucleotidiltransferasa) 65
S. meliloti pSymA SMa0967 (hipotética proteina) 58
S. meliloti pPSymB SMb20835 (hipotética proteina) 58
A. tumefaciens C58 VP3 (nucleotidiltransferasa) 56

La proteina de pSymA se encuentra codificada por el gen SMa0967, mientras que la de
pSymB esta codificada por el gen SMb20835. Ambas proteinas se encuentran anotadas en el
genoma de S. meliloti como proteinas hipotéticas. Mientras que el gen SMa0967 de pSymA se
localiza en las proximidades de otros genes relacionados con la transferencia conjugativa de
este plasmido, el gen SMb20835 tiene una localizacion alejada del origen de transferencia de
pSymB y el gen de la relaxasa tra42. Un andlisis in silico de la secuencia de aminoécidos de
ambas proteinas muestra que son muy similares entre ellas, compartiendo un 68% de
identidad.

Debido a la similitud mecanica que existe entre el sistema de transporte del ADN-T
con otros sistemas de transferencia conjugativa, se hipotetizd que estas proteinas podrian estar
implicadas en la diferente eficiencia de transferencia de pSymA y pSymB. En primer lugar se
determind la posible regulacion de la expresion de estos genes por rctA comparando los
niveles de transcritos en la cepa silvestre 1021 y el mutante 1021RctA". Los resultados
mostraron que la expresion del gen SMa0967 es mayor en el fondo 1021RctA”™ con respecto a
la cepa silvestre (expresion relativa 2,33 £ 0,2), mientras que no se observaron diferencias en
la expresion de SMb20835.

Para comprobar si cualquiera de estos dos genes pudiera tener alguna funciéon en la
eficiencia de transferencia de los pSyms, se generd una mutacion por delecion de los genes
completos, amplificando fragmentos correspondientes a los extremos 5" y 3’de los genes
SMa0967 y SMb20835, para evitar una mutacion polar que pudiera enmascarar la posible
funcién de estos genes (véase Anexos 1.5 y 1.6). La delecion del gen SMa0967 (Figura 1.5) se
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llevo a cabo en las cepas 100TSS y 1021RctA” obteniéndose las cepas 100TSSASMa0967 y
1021ASMa0967RctA, respectivamente. La delecion del gen SMb20835 (Figura 1.6) se llevo a
cabo en las cepas 100TSSASMa0967 y 1021ASMa0967RctA, obteniéndose las cepas
100TSSAvbp y 1021AvbpRctA.

SMa0959 S$M30961 SMaGI6+ SMa0967 SMa0969 SMa0972

Wild-type

SMa(259 SMa(96] SMa0964 SMa096s SMag972

ASMa0867

1 Kb

Figura 1.5. Representacion grafica de la delecion del gen SMa0967. La deleciéon se hizo mediante
amplificacion de los extremos 5y 3’del gen SMa0967. (Detallado en Anexo 1.5).

kpsM rkpZ1 SMb20835 SMb20836 SMb208375Mb20838

Wild-type

kpsM rkpZ1 SMb20836 SMb20837 SMb20838

ASMb20835

ASMD20EB35

1 Kb

Figura 1.6. Representacién grafica de la delecién del gen SMb20835. La delecién se hizo mediante
amplificacion de los extremos 5"y 3’del gen SMb20835 (Detallado en Anexo 1.6).

Para poder determinar la transferencia del plasmido simbidtico pSymB, se procedi6 al
marcaje de dicho plasmido con un Tn5::Gm mediante transduccion desde la cepa de S. meliloti
A818::Gm"®. Tras este proceso se obtuvieron las cepas 100TSSAvhpHB y 1021AvbpRctAHB.
También se comprobo si la transferencia del plasmido heterdlogo (pML122) por el sistema de
transferencia de S. meliloti, podria verse afectada por la mutacion de las proteinas VBP. Para
ello se introdujo el plasmido pML122, un derivado de RSF1010 a las cepas 100TSSHB
100TSSAvphbHB, 1021RctAHB y 1021AvbpRctAHB. Una vez obtenidas todas las
construcciones anteriores, se realizaron experimentos de transferencia conjugativa, usando

como cepa receptora a la cepa 4/GMI19023. En ninguno de los casos ensayados se obtuvieron
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evidencias de que la eficiencia de transferencia de los pSyms o del pldsmido pML122 tuviese

alguna dependencia de los genes SMa0967 y SMb20835 (Tabla 1.7).

Tabla 1.7. Frecuencias de transferencia de pSyms y pML122 desde distintos fondos genéticos de S.
meliloti 1021 hacia AtGMI19023

Cepas donadoras Frecuencia de transferencia®

pSymA pSymB pSymA + pSymB pML122 pSymA + pML122

100TSS (pML122) N.D. -

- N.D. N.D.
1021RctA” (pML122) 6,6x 107 - - 89x 10 2,9x10®
100TSSAvbp (pML122) N.D. - - N.D. N.D.
1021Avh RctA (pML122) 1,1 x 10* - - 1x10° 1,6 x 10°®
100TSSHBAvbp (pML122) N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
1021AvbpRctAHB (pML122)  8,6x10°  6x10° 1,4x 108 - -

. a . . , 3
N.D., transferencia no detectada, = transferencia no detectada; las frecuencias estan calculadas como el nimero de
transconjugantes por célula donadora y son la media de al menos tres experimentos.
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1.6. Discusién

Como ya ha sido mencionado, los eventos de transferencia genética horizontal ocurren
en condiciones naturales, de manera que se ha puesto de manifiesto la transferencia de pSyms
en poblaciones naturales del suelo (Rao ef al., 1994; Schofield et al., 1987). Sullivan y
colaboradores (1998) pusieron de manifiesto la transferencia de la isla simbidtica R7A de la
cepa de M. loti ICMP3153 a diferentes cepas nativas de un suelo cultivado con Lotus
corniculatus en lo que es un experimento clasico. Del mismo modo, se ha analizado la
diversidad de los rizobios en un cultivo de Biserrula pelecinus L., seis afios después de
haberlo inoculado con Mesorhizobium ciceri bv. biserrulac cepa WSM1271, en Australia
Occidental. El estudio muestra la rapida evolucion de las cepas competitivas para la fijacion
de nitrogeno en B. pelecinus tras la transferencia lateral de la isla simbiotica de los inoculantes
a otras bacterias del suelo (Nandasena et al., 2007). Por el contrario, es dificil constatar la
transferencia conjugativa de muchos megaplasmidos simbidticos e islas simbioticas en
condiciones de laboratorio (Danino et al., 2003; He et al., 2003), lo que sugiere la existencia
de estrictos sistemas de regulacion para que dicha transferencia conjugativa solamente ocurra
cuando se den las condiciones Optimas en la naturaleza, condiciones que por otro lado son
desconocidas para la mayoria de sistemas conjugativos, tanto de rizobios como de no rizobios.
En los casos de los pSyms de R. etli y S. meliloti, 1a presencia del regulador transcripcional
RctA permite entender que la transferencia conjugativa de estos plasmidos sea indetectable en
condiciones de laboratorio. La actividad de RctA mantiene inhibida la transcripcion de los
genes que constituyen los sistemas Dtr y Mpf de estos plasmidos, de forma que la expresion
de los mismos, y por tanto la transferencia plasmidica, solo ocurre bajo condiciones que
reducen o anulan la actividad represora de RctA, como ocurre en mutantes RctA™ (Pérez-
Mendoza et al., 2005).

En el caso de S. meliloti 1021, los estudios previos habian podido determinar que el
plasmido pSymA es en realidad un plasmido con capacidad autoconjugativa, mientras que
nunca se han aportado datos sobre la posible capacidad moévil de pSymB. Ademas, este
megaplasmido no contiene los genes necesarios para un posible sistema conjugativo. No
obstante, diversas evidencias sugerian que pSymB podria ser un plasmido movilizable: posee
un posible sistema Dtr que contiene un gen tra4 (traA2, relaxasa) y un posible oriT adyacente,
ambos con elevada conservacion de secuencias respecto al complejo tradl-oriT presente en

pSymA. La presencia de un gen relaxasa junto a un posible oriT es tipica de pldsmidos

115



movilizables (Reinmann y Haas, 1993). Ademas, Pérez-Mendoza y colaboradores (2006)
demostraron que oriT de pSymB clonado en un vector no conjugativo podia ser movilizado
por el pSym de R. etli CFN42, lo que sugeria la funcionalidad de dicho oriT..

Con estos antecedentes, en este trabajo se establecio la hipotesis de que pSymB es un
plasmido movilizable, probablemente dependiente de funciones conjugativas presentes en el
otro plasmido de la cepa 1021, pSymA. Se pudo determinar que la transcripcion de fraAd2 estéa
reprimida por el regulador RctA, de forma similar a los genes tra y virB de pSymA. Esta
corregulacion de los genes conjugativos de pSymA y el unico gen conjugativo de pSymB,
traA2, sugeria que este gen era funcional, lo que unido a la probable funcionalidad del oriT de
dicho plasmido (Pérez-Mendoza et al., 2006), apoyaba fuertemente nuestra hipdtesis de
partida.

La construccion de cepas derivadas de S. meliloti 1021, marcadas con genes de
resistencia a antibidticos en ambos pSyms simultineamente, ha permitido demostrar por
primera vez que pSymB es un plasmido transferible por conjugacion desde S. meliloti hasta A.
tumefaciens. No obstante, esta transferencia solo parecia ocurrir en aquellas condiciones que
ademas permitian la transferencia de pSymaA, esto es, desde fondos genéticos RctA™. Ademas,
el hecho de que la transferencia de pSymB solo ocurriese en condiciones que permiten la
autoconjugacion de pSymA (mutantes rctA), concordaba con el hecho de que también trad2,
el gen de pSymB que codifica para la probable relaxasa, estuviese regulado de forma similar a
los genes conjugativos de pSymA, es decir, reprimidos por rct4. Por tanto, todos los datos
apuntaban a que la transferencia de pSymB es dependiente de funciones conjugativas
presentes en pSymA. Puesto que pSymB carece de genes que puedan codificar para un sistema
Mpf (transporte del ADN conjugativo), parecia probable que pudiera estar utilizando el
sistema Mpf codificado en pSymA (genes virB). Ya se habia demostrado previamente que este
operdn virB es esencial para la transferencia conjugativa de pSymA (Soto et al., 2006; Jones et
al., 2007). Para demostrar que la transferencia de pSymB también requiere de estos genes de
pSymA, se construyeron dobles mutantes rct4 virB. El uso de dichos mutantes VirB™ demostrd
que la transferencia de ambos megaplasmidos pSymA y pSymB es totalmente anulada en
ausencia del Mpf codificado por pSymA. Este dato demostraba de forma inequivoca que la
transferencia conjugativa de pSymB es un evento dependiente de la presencia de un pSymA
conjugativamente activo en la misma célula, lo que junto con los datos acumulados

previamente, permite catalogar a pSymB de S. meliloti 1021 como un plasmido movilizable
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por conjugacion: posee un oriT funcional junto a un gen relaxasa, es transferible por
conjugacion en las mismas condiciones en que pSymA se autotransfiere, y ademas utiliza
muchas de las funciones conjugativas portadas por este Gltimo pldsmido, al menos el sistema
VirB y probablemente otras como TraCDG.

Aunque se han reportado diversos casos de plasmidos movilizables en rizobios, esta es
la primera vez que se demuestra la movilizacion de un pSym por otro pSym de la misma cepa.
Previamente, se ha demostrado la movilizacion del pldsmido criptico pRmeGR4b por el
también plasmido criptico autoconjugativo pRmeGR4a, ambos pertenecientes a la cepa de S.
meliloti GR4 (Herrera-Cervera et al., 1996). También se ha relacionado la movilizacion del
plasmido simbiotico de la cepa R. etli CFN42 con un proceso de cointegracion con el plasmido
autoconjugativo p42a de dicha cepa (Tun-Garrido et al., 2003). Puesto que los dos pSyms de
S. meliloti 1021 representan el 45% del genoma total de esta bacteria, es posible afirmar que el
45% (3,037 Kb) del genoma de esta bacteria es susceptible de transferencia por conjugacion a
otras bacterias, lo que da idea del impacto que sobre un tedrico receptor puede tener la
adquisicion de tal cantidad de ADN.

No obstante estos resultados, habia todavia dos cuestiones que no estaban totalmente
resueltas: ;La movilizacion de pSymB ocurre fisicamente separada de la transferencia de
pSymA o podria tratarse de un evento de cotransferencia mediada por cointegracion de ambos
plasmidos? Y la segunda ;jPor qué es la eficiencia conjugativa de pSymA casi 10 veces
superior a la de pSymB?

Varios datos indicaban que la transferencia conjugativa de pSymB es un tipico caso de
verdadera movilizacion en trans, principalmente porque pSymB porta su propio oril y
relaxasa (situacion tipica en plasmidos movilizables), pero sobre todo por el hecho de que la
transferencia simultdnea de ambos plasmidos pSymA y pSymB ocurria a frecuencias muy
inferiores a la movilizacion de pSymB (ver Tabla 1.1). En otros casos reportados de
movilizacion, la frecuencia de transferencia simultanea de los plasmidos implicados suele ser
igual o levemente inferior a la de aquel que es transferido de forma menos eficiente,
habitualmente el plasmido movilizable (Reinmann & Haas, 1993). Ademads, como la eficiencia
de transferencia de pSymA era muy superior a pSymB, y puesto que ambos plasmidos
utilizaban el mismo sistema Mpf, se hacia necesario determinar si sus diferentes frecuencias
de transferencia podian ser debidas a posibles diferencias funcionales en sus sistemas Dtr.

Pudimos demostrar que la movilizacion de los oriTs clonados de ambos plasmidos ocurria con
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similar eficiencia, lo que por otro lado era de esperar dada la elevada conservacion de
secuencias entre ambos ori7s. Sin embargo, la eficiencia de movilizacion de dichos oriTs fue
muy inferior a la de cualquiera de los dos pldsmidos simbidticos (Tabla 1.5), hecho que
recordaba a lo previamente observado para el oriT del pSym de R. etli, cuya movilizacién
optima requiere la presencia del gen de la relaxasa en cis (Pérez-Mendoza et al., 2006).
Cuando se determiné la eficiencia de transferencia de los oriTs de los dos pSyms de S. meliloti
clonados junto a sus respectivos genes relaxasa, se observd que la misma se incrementd 20-
100 veces respecto a la de los oriTs aislados, lo que sugeria que al igual que para la relaxasa
del pSym de R. etli, las relaxasas de los dos plasmidos simbidticos de S. meliloti podrian tener
una preferencia de actuacion sobre el oriT cuando este se encuentra situado en cis respecto al
gen de la propia relaxasa. Estos resultados evidenciaron también que ambos oriTs podian ser
movilizados con igual eficiencia, lo que descartaba diferencias funcionales a nivel del Dtr que
pudieran explicar la diferente eficiencia de conjugacion de los plasmidos pSymA y pSymB. Al
mismo tiempo, estos resultados apoyaban que tanto la relaxasa como el oriT de pSymB son
completamente funcionales, lo que dejaba mas claro aun que la transferencia de pSymB por
pSymA corresponde a un verdadero evento de movilizacion en trans.

La preferencia de las relaxasas de los pSyms de R. etli y S. meliloti por la presencia en
cis de sus respectivos oriTs es un fenomeno poco habitual que no habia sido reportado
anteriormente para este tipo de proteinas conjugativas (Pérez-Mendoza et al., 2006). Sin
embargo, recientemente se ha reportado un fenémeno parecido en relacion a la transferencia
conjugativa del transposéon Tn/549, un transposén conjugativo que confiere resistencia a
vancomicina en Enterococcus spp. La unidad minima de oriT contiene una region altamente
conservada y una repeticion invertida. Entre los distintos ORFs identificados, ORF29 es un
componente de movilizacion accesorio similar a MobC, mientras que ORF28 parece ser una
relaxasa perteneciente a un nuevo grupo filogenético de la superfamilia MOBp. Se ha visto
que es posible una movilizacion de un fragmento de 250 pb que contenga el oriT siempre que
se afiadan en frans los ORF28 y 29 (Tsvetkova et al., 2009), observandose un efecto cis de
estos elementos en la transferencia conjugativa parecido al observado para los pSyms de S.
meliloti y R. etli.

Los resultados obtenidos seguian sin explicar la mayor eficiencia de transferencia de
pSymA respecto a pSymB. Puesto que ambos plasmidos utilizan el mismo sistema Mpf, y

dado que sus sistemas Dtr parecian ser igualmente eficaces, la mayor frecuencia de
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transferencia de pSymA respecto a pSymB debia deberse a algun otro factor desconocido. Guo
y colaboradores (2007) habian reportado la importancia de las proteinas VBP en A.
tumefaciens para el optimo reclutamiento de los complejos T hasta el T4SS y por tanto para la
eficiencia de la transferencia del ADN-T a las células vegetales. Guo y colaboradores (2007)
también demostraron que estas proteinas podian incrementar la eficiencia de transferencia de
plasmidos derivados de RSF1010, pero no de derivados de RK2, determinando asi una cierta
especificad o preferencia por determinados complejos nucleoproteicos conjugativos. La
presencia en el genoma de S. meliloti de 2 genes plasmidicos (SMa0967 y SMb20835)
codificantes para proteinas homologas a VBP sugirio la posibilidad de que alguna de estas
proteinas fuese responsable de la mayor eficiencia de conjugacion de pSymA. A pesar de que
la expresion de SMa0967 parece estar regulada por RctA (al igual que los genes conjugativos),
la ausencia por mutaciéon de los dos genes simultdneamente no influy6 en la eficiencia de
conjugacion de ninguno de los dos pSyms ni tampoco del plasmido heterélogo pML122. Asi
pues, se desconoce si estos genes tienen alguna implicacion en el proceso conjugativo de los
pSyms de S. meliloti. Asi mismo, se desconoce por qué la transferencia conjugativa de pSymA
es mas eficiente que la de pSymB bajo las condiciones experimentales ensayadas, si bien no se
debe descartar la posibilidad de que algun otro elemento importante, como por ejemplo TraG
(la proteina acopladora, codificada en pSymA) pudiera tener también algun tipo de preferencia

en cis por complejos trad-oriT.
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ANEXO CAPITULO I






Anexo 1.1. Construccion de una fusiéon transcripcional al gen traA2 de S. meliloti 1021

Para la construccion de esta fusion se partio del plasmido pJBSB (Pérez-Mendoza et
al., 2006), y se clon¢ el fragmento ECORI/HIndIII que contenia el promotor del gen traA2 en
el vector pFUS1 (Reeve et al., 1999) dando lugar al plasmido pFustraA2::gus. Este plasmido
se transfirid6 mediante conjugacion a las cepas 1021 y 1021RctA” de S. meliloti, donde su
presencia se selecciond por conferir resistencia a Tc y se comprobd mediante extraccion de
ADN plasmidico y determinacion del perfil de restriccion (Los plasmidos de las figuras no

estan a escala)

SMbZ1085 SMb21086 fraA2 SMb21088 5Mb21089

Wild-type
Fird| Ecarl
pJBSB
(] HindlI FEcoRI
L ] gusA
Ligacién plBSB/HindI1I-EcoRl
con pFUS1/Hindl1I-EcoRl pFUSL
Hindlll  EceRl
pFusiraA2::gus E'I.
pFUSL 1 Kb

Anexo 1.2. Construccion del mutante 1021RctAAvirB

Para obtener una version delecionada de la region virB en primer lugar se obtuvieron
mediante PCR y usando ADN genémico de la cepa S. meliloti 1021 dos productos: utilizando
los cebadores pvirl (5'-TTAGAATTCAGTGCAGACGAAATCATTGC-3", EcoRI) y pvir2
(5-TTAAAGCTTGTCGAGATGCAACTAGCCTC-3’, HindIII) se obtuvo el producto P1 de
960 pb que contiene la secuencia adyacente al extremo 5’de la region virB, incluyendo al gen
SMal322; con los cebadores pvir3 (5-TTAAAGCTTCTACGAAGTGATCGTAAACC-3’,
HindIIl) y pvird (5-TTAGGATCCGCCTTGAGTCTGCGATCTTA-3", BamHI) se obtuvo

el producto P2 de 1,130 pb que contiene la secuencia adyacente al extremo 3" de la region
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VvirB, que incluye una gran parte del gen virB11.. A continuacion, el producto P1 se clono de
forma dirigida mediante digestion con las enzimas ECORI/HIndIII en el vector de clonacion
pBSKS, generando el plasmido pBVIR2. El producto P2 se clono6 en el vector de clonacion
pGEM®™-T Easy, dando lugar al plasmido PGVIR4. El amplificado clonado en pGVIR4 se
aislo tras someter al plasmido a una digestion con las enzimas HindIII/Sall y se clond en
pBVIR2 previamente digerido con HindIIl y Xhol, generandose asi la construccion
pBVIR200. Se purifica el fragmento HindIIl que contiene el gen de restistencia a Km del
plasmido pHP45Q y se introduce en el pldsmido pBVIR200 abriendo el plasmido con
HindIII, obteniéndose el plasmido pBVIR500.

Finalmente, para facilitar el intercambio de la region VirB silvestre por la version
mutada, el inserto de 4,09 Kb de pBVIRS500 se aisl6 mediante digestion ECORI-BamHI y se
clono en el vector suicida pK18mobsacB previamente digerido con las mismas enzimas de
restriccion, dando lugar a la construccion pKVIR600. La construccion pKVIR400 se movilizd
a la cepa 1021RctA” de S. meliloti, obteniéndose tras la seleccion el mutante 1021RctAAViIrB,
resistente a Sm, Spc, Km y Sacarosa 10%.

La mutacion de los transconjugantes se verifico mediante hibridacion de su ADN gendmico
digerido con Xhol, y utilizando como sonda el fragmento ECORI de 1,130 pb de la
construccion pGVIR4, previamente aislado y marcado con digoxigenina. Con esta estrategia,
en las cepas que contienen una region VirB intacta se detecta un fragmento de 13,95 Kb,
mientras que en aquéllas que contienen la version mutada de la region virB, el fragmento Xhol

detectado por la sonda tiene un tamano de 8,69 Kb.

Anexo 1.3. Obtencion de pJBSAR (oriT + traAl)

Para obtener la construcciones pJBSAR, un fragmento conteniendo el oriT y el gen traAl se
amplifico partir de ADN gendmico de la cepa 1021 de S. meliloti utilizando los cebadores
TA10-F  (5-AAAGGATCCCCTTCTTTTCCCCTTTGC-3°, BamHI) y TAIO-R  (5°-
AAAGGATCCGGTTGACGATCTCGATGG-3’, BamHI) en los que se incluy6 la secuencia
de reconocimiento del enzima BamHI (region que aparece subrayada en la secuencia de los
cebadores) para facilitar un clonaje posterior. El correspondiente producto de amplificacion
de 5,1 Kb se clon6 en el vector TOPO® XL PCR dando lugar al plasmido TOPO-SAR. Tras
comprobar mediante secuenciacion la ausencia de errores que pudieran haber sido

introducidos por la polimerasa, el inserto de TOPO-SAR se aislo tras someter el plasmido a
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digestion BamHI y se subclond en el vector pJB3Tc19 previamente digerido con BamHI. El
plasmido resultante, pJBSAR, previa introduccion por transformacion a la cepa movilizadora
de E. coli S17.1, se transfirid por conjugacion a la cepa 1021RctAHB. Los transconjugantes
se seleccionaron en MM adicionado de Sm, Spc y Tc, y se comprobaron mediante anélisis de

su ADN plasmidico.

fraG traDtraC iraAl
wild-trpe <
on.

Amplificar un fragmento |

T

del ADN gendmico

BamHL BamHl
TORO-SAR  (——--|
BamHl
Ligackn TOPO-SAR/BamHI placz
con pJB3Tcl9/BamHl
pIB3TELD
BamHL oriT + traAl 8amHL
pIBSAR  (———- |
\¥ 4_/
pIB3TC19 + Kb

Anexo 1.4. Obtencion de pJBSBR (oriT + traA2)

Para obtener la construcciones pJBSBR, un fragmento conteniendo el oriT y el gen traA2 se
amplifico partir de ADN genomico de la cepa 1021 de S. meliloti utilizando los cebadores
TA20-F (5’-AAAGGATCCCAGCTCAGTACATCCGTG-3’, BamHI) y TA20-R (5’-
AAAGGATCCCAACACAAACGCGTCACT-3’, BamHI) en los que se incluyo la secuencia
de reconocimiento del enzima BamHI (region que aparece subrayada en la secuencia de los
cebadores) para facilitar un clonaje posterior. El correspondiente producto de amplificacion
de 5,3 Kb se clon6 en el vector TOPO®-XL PCR dando lugar al plasmido TOPO-SBR. Tras
comprobar mediante secuenciacién la ausencia de errores que pudieran haber sido
introducidos por la polimerasa, el inserto de TOPO-SBR se aisld tras someter el plasmido a

digestion BamHI y se subclond en el vector pJB3Tc19 previamente digerido con BamHI. El
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plasmido resultante, pJBSBR, previa introduccién por transformacion a la cepa movilizadora
de E. coli S17.1, se transfiri6 por conjugacion a las cepas 100TSSHB, 1021RctAHB y
1021RctAAViIrBHB. Los transconjugantes se seleccionaron en MM adicionado de Sm, Spc,

Gmy Tc, y se comprobaron mediante analisis de su ADN plasmidico.

SMB21085 SME21066 traA2 SMb210688 SMb210
Wild-type
Ampliicar un fragmento
del ADN gendmico
BamHI BamHIL
TOPO-SBR — - |
BamHl
Ligacién TOPO-SBR/BamH placz
con pJB3Tc18/BamH|
/ pIE3TCLS
BamHI oriT + traA2 BamHI
pJBSBR :

pIBITct9 1 Kb

Anexo 1.5. Construccion de un mutante en el gen SMa0967 de S. meliloti 1021.

Para obtener una version delecionada del gen SMa0967 en primer lugar se obtuvieron
mediante PCR y usando ADN gendmico de la cepa 1021 de S. meliloti dos productos:
utilizando los cebadores m0967.up.f (5’-TTTAAGCTTGAGGCGTATGGTCTTTGC-3’,
HindIll) y m0967.up.r (5’-TTTCCCGGGAACAGGCAGAGGATGACG - 3°, Smal) se
obtuvo un producto de 1 Kb que contiene la secuencia adyacente al extremo 3" del gen
SMa0967; con los cebadores m0967.do.f (5’- TTTCCCGGGAATTCCTCGTGCAACACC-
3°, Smal )y m0967.do.r (5’- TTTTICTAGAGCTTCCAGCAGGCATCGC -3°, Xbal) se
obtuvo un producto de 0,88 Kb que contiene la secuencia adyacente al extremo 3" del gen
SMa0967. Los productos de PCR generados de 1 Kb y 0,88 Kb, se clonaron en el vector de
clonacion TOPO® XL PCR, obteniéndose los plasmidos TOPO-0967up y TOPO-0967down.
La construccion TOPO-0967up se utilizd para recuperar el inserto HindIII/Smal de 1 Kb, y
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subclonarlo en el vector de clonacion pBSKS digerido con HindIIl/Smal, obteniéndose el
plasmido pBS-0967Up. Por otro lado, el plasmido TOPO-0967down se utiliz6 para recuperar
el inserto Smal/Xbal de 0,88 Kb, y subclonarlo en el plasmido pBS-0967up digerido con
Smal/Xbal, obteniéndose el plasmido pBS-0967updown. La construccion pBS-0967updown
se utilizo para recuperar el inserto HindIIl/Xbal de 1,88 Kb. El inserto de ADN aislado se
cloné en el vector pK18mobsacB y la nueva construccion se denomind pK18-0967updown,
que se utilizé para la obtencion de un mutante delecionado en el gen SMa0967 mediante
intercambio alélico. Al tratarse de un vector suicida, este plasmido no pude replicarse en el
fondo genético de Rhizobium, propiedad que permite seleccionar transconjugantes Km
sensibles en los que se habra producido el correspondiente intercambio alélico. El vector
pK18mobsacB permite una seleccién adicional basada en la sensibilidad a sacarosa que

confiere la presencia de gen sacB.

SMa0959 SMa0961 SMa096¢ SMa0967  SM20968 5Ma0972
Wild-type .
Amplificar dos fragmentos
del ADN genémice
HindTlIl
Ligar los dos fragmentos
en pBSKS/HindII1-Xbal
HindIIL hal
pBS-0967updown
Hindlll Xbal
pBSKS
Ligacién pBS-0967updown/Hind1II- A
Xbal con pK18mobsacs/Hindlll- priBmobasc
Xbal /
pK18-0967updown
pK18mobsacs —

1 Kb

La mutacion se verifico en los correspondientes transconjugantes mediante hibridacion

de su ADN genomico digerido con HindIIl utilizando como sonda el plasmido pK18-

127



0967updown HindIII/Xbal. La sonda hibrida con dos fragmentos HindIII de 2,9 Kb y 1,1 Kb,

mientras que en los mutantes hibrida en un fragmento HindIII de 3,2 Kb.

Anexo 1.6. Construccion de un mutante en el gen SMb20835 de S. meliloti 1021.

Para obtener una version delecionada del gen SMb20835 en primer lugar se obtuvieron

mediante PCR y usando ADN gendmico de la cepa 1021 de S. meliloti dos productos:
utilizando los cebadores m20835.up.f (5’-TTTAAGCTTACAGGCTGCGGAAGAAGC-3’,
HindIll) y m20835.up.r (5-TTTCCCGGGACTCGGAGAGCTTGAACG-3’, Smal) se
obtuvo un producto de 1,38 Kb que contiene la secuencia adyacente al extremo 3 del gen
SMb20835; con los cebadores m20835.do.f (5’-TTTCCCGGGGCAGATGTTCGAGACTCG-
3’, Smal) y m20835.do.r (5'-TTTTCTAGATTCCAATGATCAACTTCC-3’, Xbal) se obtuvo
un producto de 1,19 Kb que contiene la secuencia adyacente al extremo 5” del gen SMb20835.
Los productos de PCR generados de 1,38 Kb y 1,19 Kb, se clonaron en el vector de clonacion
TOPO® XL PCR, obteniéndose los plasmidos TOPO-20835up y TOPO-20835down,
respectivamente. La construccion TOPO-20835Up se utilizd para recuperar el inserto
HindIIl/Smal de 1,38 Kb, y subclonarlo en el vector de clonacion pBSKS digerido con
HindIIl/Smal, obteniéndose el plasmido pBS-20835up. Por otro lado, el plasmido TOPO-
20835down se utilizé para recuperar el inserto Smal/Xbal de 1,19 Kb, y subclonarlo en el
plasmido pBS-20835Up digerido con Smal/Xbal, obteniéndose el plasmido pBS-
20835updown. La construccion pBS-20835updown se utilizo para recuperar el inserto
HindIII/Xbal de 2,57 Kb. El inserto de ADN aislado se clono en el vector pK18mobsacB y la
nueva construccion se denomind pK18-20835updown, que se utilizo para la obtencion de un
mutante delecionado en el gen SMb20835 mediante intercambio alélico. Dicho plasmido se
introduce en la cepa movilizadora de E. coli S.17.1 y se conjuga con las cepas
100TSSASMa0967 y 1021ASMa0967RctA.
La mutacion se verifico en los correspondientes transconjugantes mediante hibridacion de su
ADN gendémico digerido con ECORI utilizando como sonda el plasmido pK18-20835updown
HindIIl/Xbal. La sonda hibrida en las cepas parentales con tres fragmentos ECORI de 1,1 Kb,
1,5 Kb y 3,6 Kb, mientras que en los mutantes pasa a hibridar con dos fragmentos de 1,6 Kb y
3,6 Kb.
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CAPITULO 11






IDENTIFICACION DE NUEVOS ELEMENTOS REGULADORES DE LA
TRANSFERENCIA CONJUGATIVA DE LOS PLASMIDOS SIMBIOTICOS DE S.

meliloti.

Resumen

La transferencia conjugativa de los plasmidos simbidticos de Sinorhizobium meliloti y
Rhizobium etli, se encuentra reprimida por el regulador transcripcional RctA en condiciones
de laboratorio. En este trabajo se muestra la identificaciéon de nuevos elementos reguladores
en la cascada de transduccion de sefiales implicados en la regulacion de la conjugacion de
pSymA de S. meliloti. Se ha identificado el gen SMa0974 (SmrctB) como un ortélogo del gen
rctB de R. etli, el cual antagoniza la represion ejercida por RctA. Ademas, se ha encontrado
que en S. meliloti existen dos genes adicionales, rctR y rctC, que participan en el control de la
expresion de SmrctB, y que no se encuentran en el genoma de R. etli. rctR (SMa0955)
codifica para un proteina con homologia a reguladores transcripcionales de la familia GntR, la
cual estd implicada en la represion de SmrctB. Un mutante rctR promueve la transferencia
conjugativa de pSymA y muestra un incremento en la expresion de los genes tra, virB y
SmrctB, incluso en presencia de un gen rctA intacto. Entre los genes reprimidos por rctR, rctC
(SMa0961) codifica para una proteina con homologia a reguladores de respuesta, requerida
para activar la transcripcion de SmrctB y, por consiguiente, la desrrepresion de las funciones
conjugativas. En este trabajo se concluye que la transferencia conjugativa de los pSyms tanto
en S. meliloti como en R. etli, se desrreprime via rctB; sin embargo, la cascada regulatoria que

conduce a la activacion de rctB probablemente es diferente.
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2.1. ldentificacion del ortélogo del gen rctB de R. etli en el genoma de S. meliloti
1021

En el capitulo I se ha corroborado que tanto la transferencia del pSymA como la del
pSymB de S. meliloti 1021 esta sujeta a una represion dependiente del gen rctA en
condiciones de laboratorio, por un mecanismo probablemente similar al descrito para el
plasmido simbidtico pRetCFN42d (p42d) de R. etli. Al igual que el plasmido simbidtico de R.
etli, el pSymA de S. meliloti seria autoconjugativo unicamente bajo determinadas
condiciones, hasta el momento desconocidas, que implicarian la inactivacion de la funcion de
rctA. En ambos casos, las tedricas cascadas de transduccion de sefiales que llevarian desde la
percepcion de las condiciones Optimas para la transferencia de los pldsmidos hasta la
inactivacion del represor RctA son desconocidas. En el caso del pSym de R. etli solo se
conoce otro elemento participante en dicha ruta regulatoria. Pérez-Mendoza et al., (2005)
demostraron que la sobreexpresion del gen rctB, localizado adyacente al gen de la relaxasa
traA, provoca la conjugacion del plasmido simbidtico p42d de R. etli, junto con un aumento
de la transcripcion de los genes tra y VirB necesarios para la transferencia conjugativa, aun en

presencia de un gen rctA intacto.

2.1.1. La sobreexpresion de SMa0974 de S. meliloti 1021 promueve la
transferencia conjugativa del pSymA

Pérez-Mendoza y colaboradores (2005) no pudieron identificar en el genoma de S.
meliloti 1021 un homologo claro al gen rctB de R. etli. Aun asi, y con objeto de determinar si
rctB de R. etli podria ser funcional en la desrrepresion del pSymA de S. meliloti, se introdujo
el plasmido que contiene el gen rctB de R. etli bajo el control del promotor del triptéfano,
pTE3Yp028, en la cepa de S. meliloti 100TSS cuyo pSymA esta marcado. Dicha cepa se uso
después como donadora en un experimento de conjugacion con la cepa desprovista de
plasmidos AtGMI19023, que se us6 como cepa receptora. Como se muestra en la Tabla 2.1, la
sobreexpresion del gen rctB en el fondo de S. meliloti 100TSS promovié la transferencia
conjugativa del pSymA a relativamente altas frecuencias. Este resultado sugeria que la
transferencia conjugativa de pSymA de S. meliloti podria ser desrreprimida por un mecanismo

similar al observado en R. etli, a través de rctB.
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El producto del gen rctB de R. etli CFN42 muestra una alta homologia (entre 95 y
99% de identidad) con proteinas de funcion desconocida descritas en los genomas de R. etli
Kim 5 (RetlK5 15865), R. etli CIAT 894 (RetlC8 25130) y con una proteina localizada en el
plasmido B de R. etli CIAT 652 (RHECIAT PB0000187), todas ellas localizadas en similares
contextos genomicos, en las cercanias de operones tra. RctB también presenta entre un 25 y
un 39% de identidad con al menos cuatro ORFs de funcion desconocida presentes en los
genomas secuenciados de otras especies bacterianas dentro del orden Rhizobiales, como S.
meliloti 1021 (SMa0974), Rhizobium sp. NGR234 (NGR bl0680), A. tumefaciens C58
(Atu5116), Mesorhizobium sp. BNC1 (Meso 4337) y con un ORF localizado en el plasmido
C de R. etli CIAT 652 (RHECIAT PC0000881), todos ellos localizados en plasmidos y en
contextos genéticos similares al del gen rctB de R. etli CFN42. A pesar de la moderada
conservacion de secuencias, la presencia de rctB y de todos estos otros ORFs en contextos
genéticos similares sugerian que dichos ORF podrian representar ortélogos del gen rctB de R.
etli CFN42.

En el caso de S. meliloti 1021, se realizaron varios estudios para determinar si el gen
SMa0974 podria reemplazar funcionalmente al gen rctB de R. etli. SMa0974 codifica una
hipotética proteina de 119 aminoacidos que no posee similitud de secuencia con proteinas de
funcion conocida descritas en las bases de datos. A lo largo de una extension de 91
aminodcidos (posiciones de 4 a 94 en SMa0974 y de 41 a 131 en RctB), SMa(0974 de S.
meliloti 1021 y RctB de R. etli CFN42 muestran un 48% de similitud de secuencia (25% de
identidad).

Para averiguar si SMa0974 podria reemplazar funcionalmente a rctB, se clono6 bajo el
promotor del trp en el vector de expresion pTE3, obteniéndose la construccion pTE3-SmrctB
(Véase detalles en Anexo 2.1). Dicha construccion se introdujo en la cepa de R. etli
CFNX195 (pRetCFN42d::Km), una cepa derivada de CE3 curada del plasmido p42a. La
sobreexpresion de SMa0974 en R. etli CFNX195 causé que la frecuencia de transferencia del
plasmido pRetCFN42d::Km se elevase desde una tasa indetectable hasta un valor de 2 x 10™
(Tabla 2.1). Del mismo modo, se introdujo la misma construccion en la cepa de S. meliloti
100TSS y se hicieron cruces con AtGMI9023 como cepa receptora. La sobreexpresion de
SMa0974 en S. meliloti provocé la transferencia del pSymA a frecuencias de

aproximadamente 3.4 x 10 (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1. Influencia de los genes rctB y SmrctB en la
transferencia conjugativa de pSymA de S. meliloti y
pRetCFN42d de R. etli hasta AtGMI9023

Cepas Donadoras Frecuencia de Transferencia®
100TSS N.D.
1021RctA” 32x107
100TSS (pTE3) N.D.

100TSS (pTE3-SmrctB) 34x10*
1021RctA” (pTE3-SmrctB) 2,4x 107
CFNX195 (pTE3-SmrctB) 2x10*
100TSS (pTE3Yp028) 4x10™

. a . e
N.D., transferencia no detectada; = las frecuencias estan calculadas como el
numero de transconjugantes por célula donadora y son la media de al menos
tres experimentos.

También se introdujo la construccion pTE3-SmrctB en un fondo genético carente de
RctA (cepa 1021RctA"). En dicha cepa se comprobd que la frecuencia de transferencia de

pSymA hacia AtGMI9023 no vari6 con la sobreexpresion de SMa0974 (Tabla 2.1).

2.1.2. La sobreexpresion de SMa0974 provoca una aumento de la transcripcion de
los genes implicados en la transferencia del pSymA de S. meliloti 1021

Para verificar si el efecto de la sobreexpresion del gen SmrctB sobre la transferencia
del pSymA estaba mediado por cambios en la expresion de los genes de transferencia del
pSymA, se llevd a cabo un estudio de la transcripcion de los genes traC (gen que
hipotéticamente se co-transcribe con traD y traG), virB1 y rctA, mediante PCR a tiempo real.
Estos estudios de expresion se realizaron comparando un fondo genético silvestre 1021 que
contenia el vector pTE3 con aquel donde se sobreexpresaba el gen SMa0974 (pTE3-SmrctB).

Los resultados demostraron que existia una clara induccion de los genes traC y virB1
en presencia del gen SMa0974 sobreexpresado, lo que apunta a la intervencion de las
funciones tra y VvirB en la transferencia conjugativa del pSymA de S. meliloti mediada por la
sobreexpresion del gen SMa0974. Por el contrario, como se puede observar en la Figura 2.1,
la transcripcion del gen rctA no se vid afectada por la sobreexpresion del gen SmrctB. Estos
resultados apuntaban a que rctB no estaria afectando la transcripcion del represor rctA.

Por tanto, a pesar de que existe una baja conservacion de secuencias, los genes rctB de

R. etli y SMa0974 de S. meliloti son funcionalmente intercambiables para promover la

136



transferencia conjugativa de los plasmidos simbioticos de R. etli y S. meliloti, y ambos genes
parecen estar involucrados en la desrrepresion de la transcripcion de los genes necesarios para
la transferencia conjugativa. Por ello, se ha renombrado al gen SMa0974 como SmrctB. Sin
embargo, en S. meliloti rctB no parece influenciar la transcripcion del gen represor rctA
(Figura 2.1), al contrario que en R. etli donde Pérez-Mendoza y colaboradores (2005) habian
observado que la sobreexpresion de rctB reducia la transcripcion de rctA hasta un 50% de los

niveles de la cepa silvestre.

300 -
250

- B
S

retA SmretB traC

Expresién relativa

Figura 2.1. Efecto de la sobreexpresion de SmrctB (SMa0974) sobre la transcripcion de genes
conjugativos. La expresion relativa de los genes rctA, traC y virBl se calculé como la diferencia de los
niveles de transcritos de estos genes entre la cepa 1021 (pTE3-SmrctB) comparada con la cepa 1021 (pTE3).
Los resultados son la media de al menos dos experimentos bioldgicos independientes con tres réplicas técnicas
cada uno. Las barras de error indican el error estdndar con un 95% de confianza.

2.1.3. Analisis del transcriptoma de un mutante RctA™ de Sinorhizobium meliloti
1021

Como se ha visto anteriormente, el gen rctA ejerce una funcion central en el proceso
de transferencia conjugativa de los plasmidos simbioticos de R. etli y S. meliloti (Pérez-
Mendoza et al., 2005), siendo inhibidor de los genes tra y virB implicados en el proceso de
transferencia conjugativa. Debido a la importancia que presenta este gen en la regulacion del
sistema de transferencia de S. meliloti, se decidié hacer un estudio del conjunto de genes,
ademas de los tra y VvirB, que podrian estar regulados por rctA, mediante un analisis
transcriptomico de un mutante defectivo en el gen rctA.

Se utilizaron los microarrays Sm6kOligo, basados en el genoma de S. meliloti 1021
(Krol y Becker, 2004). Para llevar a cabo este estudio transcriptomico las bacterias se

cultivaron en medio TY liquido hasta que alcanzaron una densidad optica de 0,7-0,8, se
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recogieron por centrifugacion y se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido. Cuando
fue necesario, se almacenaron a -80°C hasta que se llevo a cabo la extraccion de los ARNs y
obtencion de los correspondientes cDNAs necesarios para los experimentos de hibridacion.
En la Tabla 2.2 se muestran algunos de los genes diferencialmente expresados
obtenidos en la comparacion entre un fondo rctA y un fondo silvestre de S. meliloti 1021 (la
tabla completa de genes diferencialmente expresados en una cepa 1021RctA” comparada con
la cepa silvestre 1021 puede consultarse en el Anexo 2.16). Posiblemente debido a que rctA
parece ser el ultimo gen dentro de la cascada regulatoria de la transferencia conjugativa de
pSymA, el numero de genes diferencialmente expresados en este experimento fue muy
reducido. Como puede observarse en la Tabla 2.2, los genes que codifican proteinas
implicadas en transferencia genética horizontal, como los genes traC y traD, asi como varios
de los genes del operén VvirB aumentaron su expresion en un mutante 1021RctA”. También
apareci6 incrementada la expresion del gen SMal322, que se encuentra adyacente al extremo

5’del gen virB1 y que probablemente se co-transcribe con el operéon virB1-11.

Tabla 2.2. Lista de genes diferencialmente expresados en un mutante 1021RctA™ vs.

1021

Genes Descripcion Valor de M*
SMa0095 Putativa D aminotransferasa -0.94
SMa0930 Proteina de transferencia conjugativa TraD 1.23
SMa0933 Proteina de transferencia conjugativa TraC 2.06
SMa0941 Hipotética proteina 1.41
SMal311 Proteina del Sistema de secrecion tipo IV VirB 1.27
SMal313 Proteina del Sistema de secrecion tipo IV VirB5 1.50
SMal315 Proteina del Sistema de secrecion tipo IV VirB4 1.75
SMal318 Proteina del Sistema de secrecion tipo [V VirB3 2.46
SMal319 Proteina del Sistema de secrecion tipo IV VirB2 1.01
SMal321 Proteina del Sistema de secrecion tipo IV VirB1 2.84
SMal322 Hipotética proteina 1.73
SMal323 RctA Proteina reguladora de la transferencia conjugativa -0.96
SMc02507 SitC Proteina membrana transportador ABC -1.35
SMc02506 SitB Proteina de unién a ATP. Transportador ABC Fe -1.49
SMc02509 SitA Proteina periplasmica. TRansportador ABC Fe -1.04

* . . . . B . .
Los valores de M se consideran significativos cuando son superiores a 0.9 e inferiores a -0.9, con un p < 0.05

Por otro lado, la expresion del gen rctA (SMal323) pareci6 disminuida en el mutante
RctA-, pero el valor de expresion diferencial (-0.96) no fue considerado significativo.
También aparecieron como reprimidos los genes cromosoémicos SMc02507, SMc02508 y

SMc02509, que hipotéticamente codificarian para un transportador de tipo ABC de hierro.
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Llamativo fue el caso del gen SMa0941, cuya expresion aparecio incrementada en el mutante

rctA. Este gen fue objeto de un estudio posterior mas profundo.

2.1.4. Efecto de la sobreexpresion del gen SmrctB sobre el transcriptoma de S.
meliloti 1021

Debido al importante papel del gen SmrctB en la transferencia conjugativa del
plasmido pSymA, se decidid hacer un estudio del conjunto de genes que podrian estar
regulados por SmrctB, mediante un andlisis transcriptomico de una cepa que sobreexpresa el
gen SmrctB, 1021(pTE3-SmrctB). Para llevar a cabo este estudio transcriptdmico se utilizaron

las mismas condiciones de cultivo utilizadas en el transcriptoma de 1021RctA” versus 1021.

Tabla 2.3. Lista de genes diferencialmente expresados en una cepa que sobreexpresa el

gen SmrctB

Genes Descripcion Valor de M’
SMa0093 Putativa D alanina aminotransferasa -1.69
SMa0095 Putativa D aminopeptidasa -1.54
SMa0907 Hipotética proteina conservada 2.36
SMa0929 Proteina de transferencia conjugativa TraG 2.08
SMa0930 Probable proteina de transferencia conjugativa TraD 222
SMa0933 Probable proteina de transferencia conjugativa TraC 2.59
SMa0041 Hipotética proteina 2.42
SMa0974 Hipotética proteina 6.23
SMal302 VirB11 Proteina del sistema secrecion tipo IV 2.46
SMa1303 VirB10 Proteina transmembrana del sistema de secreion tipo IV 2.24
SMa1306 VirB9 Proteina del sistema de secreion tipo [V 1.00
SMal1308 VirB8 Proteina del sistema de secreion tipo IV 2.59
SMal311 VirB6 Proteina del sistema de secreion tipo IV 2.60
SMal313 VirB5 Proteina del sistema de secreion tipo IV 3.79
SMa1315 VirB4 Proteina del sistema de secreion tipo IV 3.82
SMa1319 VirB2 Proteina del sistema de secreion tipo IV 1.97
SMal321 VirB1 Proteina del sistema de secreidn tipo IV 4.16
SMal1322 Hipotética proteina 2.87
SMal459 Putativa deshidrogenasa -1.13
SMb20756 pccA putativa propionil CoA carboxilasa -0.90
SMb20861 Putativa deshidrogenasa oxidorreductasa FAD flavoproteina -0.93
SMb21086 Hipotética proteina 1.15
SMc01331 Hipotética proteina conservada -0.92
SMc01404 Putativa proteina aspartato racemosa -0.93
SMc02728 Fhs Probable proteina formato tetrahidrofolato ligasa -1.14

* . . . . . . .
Los valores de M se consideran significativos cuando son superiores a 0.9 e inferiores a -0.9, con un p < 0.05

En la Tabla 2.3 se muestra la lista completa de genes obtenida en el estudio

transcriptomico 1021 (pTE3-SmrctB) versus 1021 (pTE3). Se puede observar un incremento
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en la expresion de genes implicados en la transferencia conjugativa, tales como traC, traD y
traG. De igual forma ocurre con los genes VirB, asi como el gen SMal322 que se encuentra
localizado adyacente al extremo 5" del gen virBl. También aparecieron diferencialmente

inducidos los genes SMa0907 y SMa0941, que codifican para dos hipotéticas proteinas.

2.1.5. Estudio del gen SMa0941

Existen varios motivos por los que este gen ha sido objeto de un estudio mas detallado.
En primer lugar porque aparecié inducido tanto en una cepa 1021RctA” como en la cepa que
sobreexpresaba el gen SmrctB. En segundo lugar por su localizacion genética, ya que se
encuentra localizado en el entorno de elementos responsables de la transferencia conjugativa
de pSymA, tales como el gen que codifica para la relaxasa (traAl), el origen de transferencia

(oriT) y el operén traCDG (Figura 2.2)

traG traD traC traAt SMa0937 SMa0939 SMa0940 SMa0941
ol T
1 Kb

Figura 2.2. Localizacion genética del gen SMa0941. La region Dtr (tra) de S. meliloti se representa con
flechas ralladas. El gen SMa0941 se representa con una flecha negra y los genes SMa0940 y SMa0939 con
flechas blancas. Otros genes se representan con flechas grises. El oriT (origen de transferencia) se representa en
negro.

El gen SMa0941 codifica para una hipotética proteina de 127 aa que posee un
dominio REC (Receiver), un dominio receptor de sefial que originariamente fue
identificado en bacterias (CheY, OmpR, NtrC y PhoB), y que mas recientemente se
ha identificado también en proteinas eucariotas (Wolanin et al., 2002). Este dominio
estd implicado en la transmision, mediante reacciones de fosforilacion, de la sefial
captada por el componente sensor en sistemas reguladores de dos componentes. El
gen SMa0941 podria estar funcionalmente asociado a un tedrico sistema regulador de
dos componentes formado por los genes adyacentes SMa0940, que codificaria para
un regulador de respuesta, y SMa0939, que codifica para una hipotética histidina
quinasa (Figura 2.2). Aunque habitualmente el dominio REC suele estar asociado a
dominios proteicos de union de ADN, no es infrecuente que REC sea el unico
dominio funcional presente en proteinas de este tipo (Laud y Goulian, 2007), como

ocurre con el producto del gen SMa0941. Antes de iniciar un estudio funcional de
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SMa0941, se decidio corroborar los datos de induccion obtenidos en los experimentos
de microarrays mediante la técnica de PCR a tiempo real. Como puede observarse en
la Tabla 2.4, la expresion del gen SMa0941 se incrementd tanto en un mutante
1021RctA’, como en una cepa que sobreexpresa el gen SmrctB, siendo dicho aumento
mas pronunciado en este ultimo caso. Una vez corroborada la influencia de rctA y
rctB sobre la transcripcion del gen SMa0941, se decidi6 estudiar el efecto de la
sobreexpresion de dicho gen, asi como la de los genes adyacentes SMa0939-40 y del

hipotético operodn que formarian los genes SMa0939, SMa0940 y SMa0941.

Tabla 2.4. Expresion relativa del gen SMa0941 en los experimentos 1021RctA”
vs. 1021 y 1021 (pTE3-SmrctB) vs. 1021 (pTE3)

Experimento Expresion relativa Error tipico
1021RctA- vs. 1021 2,16 +0,74
1021 (pTE3-SmrctB) vs. 1021 (pTE3) 9,04 + 2,63

Datos de expresion y error tipico obtenidos como media de al menos tres experimentos
independientes.

Una vez amplificados los fragmentos que contenian tanto el gen SMa0941 como el
hipotético operon SMa0939-40-41 al completo, se intentaron clonar con varias estrategias
diferentes en distintos vectores de clonacion, aunque en todos los casos resulté imposible
obtener las correspondientes construcciones, lo que podria sugerir que la sobreexpresion del
mismo podria tener un efecto toxico para la bacteria (véase en Anexo 2.2).

Por su parte, como puede observarse en la Tabla 2.5, la sobreexpresion de los genes
SMa0939 y SMa0940 (Véase Anexo 2.3) no tuvo efecto sobre la transferencia conjugativa del
plasmido simbiodtico pSymA, ni desde la cepa 100TSS (pTE3-0939-40) ni desde 1021RctA”
(pTE3-0939-40) hacia AtGMI19023, tomando como cepas control de la transferencia a las
cepas 100TSS y 1021RctA".
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Por otra parte, se decidi6 construir un mutante defectivo en el gen SMa0941 con
objeto de determinar su influencia sobre la tasa de transferencia del plasmido pSymA. Para
ello se uso6 la técnica de PCR solapante por la que se consiguid eliminar el gen SMa0941 sin

producir efectos polares sobre la transcripcion de otros genes (Véase Anexo 2.4). En la Figura

Tabla 2.5. Influencia de la sobreexpresion de los genes
SMa0939-SMa0949 en la transferencia
conjugativa de pSymA de S. meliloti

Cepas Donadoras Frecuencia de Transferencia®
100TSS (pTE3) N.D.

1021RctA™ (pTE3) 43x10°

100TSS (pTE3- SMa0939-40) N.D.

1021RctA” (pTE3-SM0939-40) 3,2x 107

. a . ,
N.D., transferencia no detectada; = las frecuencias estan calculadas como
el namero de transconjugantes por célula donadora y son la media de al
menos tres experimentos.

2.3 se muestra la representacion grafica de la delecion del gen SMa0941.

Wild-type

Figura 2.3. Representacion gréafica de la delecion del gen SMa0941. El gen a delecionar se representa

SMa0939 SMa0sqp SMa0941  cupno43 SM3G945

SMa0d339

con una flecha negra. Otros genes adyacentes se representan con flechas grises.

La mutacién fue introducida en las cepas 100TSS y 1021RctA’, y las cepas resultantes
se usaron como donadores en un experimento de conjugacion que tuvo como cepa receptora a
la cepa AtGMI9023. Como puede observarse en la Tabla 2.6, una delecion del gen SMa0941
no promueve la transferencia conjugativa del pSymA en una cepa silvestre (100TSS) y

tampoco parece afectar significativamente a la transferencia conjugativa en un mutante en el

gen IctA.
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Tabla 2.6. Influencia de una mutacioén en el gen SMa0941
sobre la transferencia conjugativa de pSymA de S. meliloti

Cepas Donadoras Frecuencias de Transferencia®
100TSS N.D.
100TSSASMa0941 N.D.

1021RctA” 3,2x 107
1021RctAASMa0941 51x107

. a . .
N.D., transferencia no detectada; " las frecuencias estan calculadas como el
numero de transconjugantes por célula donadora y son la media de al menos
tres experimentos.

2.1.6. Estudio del gen SMa0907

El gen SMa0907 aparecio diferencialmente inducido en una cepa que sobreexpresa el
gen SmrctB. SMa0907 codifica para una hipotética proteina, que presenta un dominio
DUF1173 de funciéon desconocida y caracterizado por la presencia de 3 residuos conservados
de cisteina en el extremo amino terminal de las proteinas
(pfam06666;http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8 &maxaln=10&s
eltype=2&uid=191578).

Homologos de SMa0907 estan presentes en otras especies de rizobios, habitualmente
también en replicones plasmidicos que contienen genes I'CtA y/o rctB, como son el plasmido
simbidtico de R. etli CFN42 (RHE PD00156, localizado muy cercano al operén virB1-
virB11; 71% identidad), el pSymB de Rhizobium sp. NGR234 (NGR b10390; 68%
identidad), o los plasmidos B y C de R. etli CIAT652 (RHECIAT PB0000172, 71%
identidad; RHECIAT PC0000897, 69% identidad). Sin embargo no parece existir un
homologo de SMa0907 en el plasmido pATC58 de A. tumefaciens.

El estudio de SMa0907 se ha llevado a cabo mediante dos abordajes diferentes. Por un
lado se obtuvo un mutante en dicho gen (Figura 2.4, véase Anexo 2.6), y se determind la

influencia de esta mutacion sobre la transferencia conjugativa del pSymA.
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SM30900  SMa0903 SMa0905 SMaoso7
Wild-type

SMa0s00  SMa0903 SMa0905 SMa0907::Km SMa090e  SMaogi1l

SMa0907::Km

1Kb

Figura 2.4. Representacion gréfica de la mutacion en el gen SMa0907. El gen diana se representa con
una flecha negra. Otros genes se representan con flechas grises. La mutacion se obtuvo mediante la insercion de
un gen de resistencia a Km.

Como se puede observar en la Tabla 2.7, una mutacion en el gen SMa0907 no
promovio la transferencia conjugativa del pSymA desde la cepa silvestre S. meliloti 1021 ni
parecio afectar la conjugacion de este plasmido desde un fondo RctA’. Sin embargo, la
mutacion en SMa0907 redujo casi un orden la magnitud la frecuencia de transferencia del
pSymA desde una cepa que sobreexpresaba el gen SmrctB, lo que sugiere que este gen, sin

ser esencial, podria ser importante para la eficiencia conjugativa de pSymaA.

Tabla 2.7. Influencia de una mutacién en el gen SMa0907 sobre
la transferencia conjugativa de pSymA de S. meliloti

Cepas Donadoras Frecuencia de Transferencia®
100TSS N.D.

1021RctA” 32x107
1021SMa0907 N.D.
1021RctASMa0907 3,5x 107

1021 (pTE3-SmrctB) 34x10*
1021SMa0907 (pTE3-SmrctB) 6,6 x 107

. a . r
N.D., transferencia no detectada; = las frecuencias estan calculadas como el
namero de transconjugantes por célula donadora y son la media de al menos
tres experimentos.

Por otro lado, se abordd el efecto de la sobreexpresion de SMa0907 sobre la
transferencia conjugativa de pSymA. Para ello se amplifico un fragmento de ADN que
contenia al gen SMa0907 de S. meliloti 1021 y se clon6 en el vector pTE3, bajo control

transcripcional del promotor trp (véase Anexo 2.5). Esta construccion fue introducida en las
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cepas 100TSS y 1021RctA’, y las correspondientes cepas derivadas fueron utilizadas como
donadoras en cruces con AtGMI9023 como cepa receptora. Como se puede observar en la
Tabla 2.8, en ningin caso se observaron cambios significativos en las frecuencias de

tranferencia del pSymA.

Tabla 2.8. Influencia de la sobreexpresion del gen SMa0907
sobre la transferencia conjugativa de pSymA de S. meliloti

Cepas Donadoras Frecuencia de Transferencia®
100TSS N.D.

100TSS (pTE3-0907) N.D.
1021RctA” 32x 107
1021RctA” (pTE3-0907) 5,4 x 10”°

. a . ,
N.D., transferencia no detectada; ~ las frecuencias estan calculadas como el
namero de transconjugantes por célula donadora y son la media de al menos
tres experimentos.

2.2. ldentificacion y estudio del gen rctR (SMa0955), un regulador
transcripcional implicado en la transferencia del pSymA de S. meliloti

Para la identificacion de nuevos genes implicados en la transferencia conjugativa del
plasmido simbidtico (pSymA) de S. meliloti, se aplico la estrategia originalmente utilizada por
Pérez-Mendoza y colaboradores (2005), que permiti6 identificar el gen rctA. Se realizé una
mutagénesis generalizada de la cepa 100TSS de S. meliloti con el transposon Tn5 (marcada
con un gen de resistencia a Sm/Spc en el gen 0OtsA, localizado en el pSymA), mediante el
empleo del vector suicida pSUP2021 (Simon et al., 1983). Se consiguieron 4x10*
transposantes tras la realizacion de 3 cruces paralelos, donde cada uno de los transconjugantes
supuestamente portaba una insercion Unica del transposon TnS. La eliminacion de las células
de E. coli se llevo a cabo mediante el crecimiento sucesivo de los transconjugantes en un
medio minimo donde E. coli no puede crecer. La ausencia de células de E. coli se comprobo
tras la siembra de 100 pl de la mezcla de transposantes en placas de Endo-agar (medio para el
crecimiento de coliformes, en el que S. meliloti no puede crecer; ver Material y Métodos,
seccion 2.1).

La seleccion de las inserciones de interés se llevo a cabo mediante el uso del total de

transposantes 100TSS Km® como donadores en masa en conjugacién con la cepa
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AtGMI9023. Mediante este proceso se esperaba seleccionar, entre las diferentes inserciones
del genoma de 100TSS, aquellas localizadas en el pSymA y que promoviesen la
transferencia conjugativa del mismo. Aparecieron sélo 3 transconjugantes de AtGMI9023
Km® y mediante digestion de su ADN genémico con ECORI y posterior hibridacion frente al
transposon Tn5, se comprobd que cada uno tenia una unica copia del transposén Tn5
insertada en el genoma. Los transconjugantes obtenidos se denominaron At (pSymATn5.1),

At (pSymATnS5.5) y At (pSymATnS.8).

2.2.1. Identificacion de SMa0955

Se llevo a cabo la caracterizacion de las inserciones del transposén que promovian la
transferencia de pSymaA. Para ello se extrajo el ADN gendmico de cada una de las cepas de A.
tumefaciens portadoras del pSymA::Tn5. Posteriormente se digirieron los ADNs genomicos
con la enzima ECORI y se ligaron con el vector pUC18 linearizado con la misma enzima.
Después de transformar la cepa de E. coli DHS5a con las diferentes ligaciones, se
seleccionaron los transformantes portadores del plasmido pUC18 con los fragmentos ECORI
que contenian las diferentes inserciones, mediante seleccion en LB suplementado con Ap, Km
y X-gal. Se verifico la presencia del Tn5 en cada uno de los clones obtenidos. Posteriormente,
se subclonaron BamHI por separado ambos brazos del transposéon Tn5 de cada uno de los
clones, junto a la secuencia adyacente de ADN de S. meliloti, nuevamente en el vector
pUCI18. Se secuenciaron cada uno de ellos usando cebadores especificos de la secuencia del
transposon Tn5 (Ver material y métodos, 5.5.1) determinandose asi la localizacion exacta de
cada insercion de Tn5 dentro del genoma de S. meliloti 1021 (Galibert et al., 2001) (Figura
2.5).

pSymA::Tns.5

pSymA::TnS pSymA::Tn5.8

SMa0950 SMa0951 SMa0952 SMa0953 SMa0955  SMa0956 SMa0958  SMa0959 SMa0961

1 Kb

Figura 2.5. Localizacion de diferentes inserciones de Tn5 en el gen SMa0955. Las posiciones de los
transposones se muestran con triangulos negros.
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Como se muestra en la Figura 2.5, las tres inserciones estuvieron localizadas sobre
un mismo ORF, SMa0955. Las inserciones Tn5.1 y Tn5.5 se localizaban en el mismo
fragmento ECORI separadas entre si por 10 pb, y la Tn5.8 se encontr6 en un fragmento ECORI
diferente al de las otras dos inserciones, pero afectando el mismo ORF. El gen SMa0955 se
encuentra localizado en el pSymA, cercano a los operones traAl y traCDG. La secuencia de
aminoacidos del producto del gen SMa0955 muestra un alto grado de homologia con
reguladores transcripcionales de la familia GntR. Al igual que la mayoria de estas proteinas,
SMa0955 de S. meliloti presenta un motivo HTH (Helix-Turn-Helix) de union a ADN situado
en el extremo N-terminal, y un dominio FDC (Dominio C-terminal FadR; PF07729) en el
extremo C-terminal (Rigali et al., 2002).

A tenor de la significativa conservacion de secuencias, homologos del gen SMa0955
de S. meliloti estarian también presentes en los plasmidos pNGR234b de Rhizobium sp.
NGR234 (NGR _b10600, 87% identidad) y pATC58 de A. tumefaciens C58 (Atu5125, 55%
identidad), localizados ademés en contextos genéticos similares. Sin embargo, no parece
exitir un homologo de SMa0955 en el genoma de R. etli CFN42 ni de otras cepas de R. etli
secuenciadas, aunque si en genomas secuenciados de S. fredii (como HHI103,
SFHH103 06241; o USDA257, USDA257 ¢29520), e incluso en cepas de bradyrhizobios
(como Bradyrhizobium sp. ORS 375 o Bradyrhizobium sp. STM 3843), en donde podrian

localizarse también en contextos genéticos similares a SMa0955 (Figura 2.6).

pCFN42d
[ ) -=l$|RlI!HH!HI!IHIJH!IIIII II!FHIHIIHK#!}?' R. etli CFN42
et
pNGR234b
S. fredit NGR234
PAICSB

A. nongfaciens C58

pSymA

3 5’ L 3. meliloti 1021

CDG frad SMa095¥50 roR SMa095G58539 rdC  roB

Figura 2.6. Entorno genético del gen SMa0955. El gen SMa0955 se encuentra en las bacterias S. meliloti,
Rhizobium sp. NGR234 y A. tumefaciens, y ademas en contextos génicos similares.

En todos los casos, este contexto genético incluye dos operones adyacentes a

SMa0955 en S. meliloti 1021: un operén que probablemente codifica para un transportador
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ABC, que se transcribe en direccion opuesta a SMa0955 (SMa0950- SMa0951-SMa0952-
SMa0953), y un segundo hipotético operén compuesto de varios genes conservados
(SMa0956-SMa0958-SMa0959-SMa0961), que codifican para sendas proteinas con funciones
teoricas diversas. Asi, SMa0956 codificaria para una putativa aminotransferasa con
homologia a glutamato-1-semialdehido aminomutasas (HemL), relacionadas con la
produccion de acido 6-aminolevulinico. SMa0958 codificaria para una enzima que posee un
dominio de unién a tiamina pirofosfato (TPP), mientras que SMa0959 podria pertenecer a la
familia de dehidrogenasas/reductasas de cadena corta (SDR, de Short-chain Dehydrogenase
Reductase) que contienen un pliegue "Rossmann" conservado e involucrado en la union de
NAD(P)(H). Por su parte, el gen SMa0961 codifica probablemente un regulador de respuesta
(RR, de Response Regulator), caracterizado por un dominio receptor (REC, Receiver) en el
extremo N-terminal y un dominio efector de unién a ADN en el C-terminal. Un andlisis
virtual de posibilidad de fosforilacion de SMa0961, realizado en el sitio

http://prosite.expasy.org/, indicé que la proteina SMa0961 es susceptible de ser fosforilada en

el Asp-53, un residuo conservado en la mayoria de este tipo de proteinas.

2.2.2. Caracterizacion funcional del gen SMa0955 de S. meliloti

Para ahondar en el papel que desempefia el gen SMa0955 en la transferencia del
plasmido simbidtico pSymA de S. meliloti, se realizaron diversos estudios de
complementacion, funcionalidad y expresion de varios genes implicados en la transferencia

de pSymaA.

2.2.2.1. Construccion de mutantes SMa0955 mediante mutagénesis dirigida

Para comprobar que la transferencia de pSymA se debia a la mutacion que presentaban
los diferentes transposantes de A. tumefaciens en el gen SMa0955, se procedid a generar una
nueva mutacion en dicho gen mediante mutagénesis dirigida por delecion de SMa0955 y
posterior insercion de un gen de resistencia a Sm/Spc, mediante la técnica de intercambio de

marcador (véase Anexo 2.7).
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Wild-type
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Figura 2.7. Mutacion del gen SMa0955 (rctR). Representacion esquematica de la mutacion generada en la
cepa 1021RctR’, mediante delecion del gen SMa0955 (flecha negra) y posterior insercion de un gen de resistencia
a Sm/Spc.

El mutante resultante que se denominod 1021RctR” (Figura 2.7), se conjug6 con las
cepas AtGMI9023 y SmAS8I18 de S. meliloti (1021 curada del plasmido pSymA), con el
resultado de un aumento de la tasa de transferencia del pSymA desde indetectable a una
frecuencia de transferencia de 5,2 x 10° (Tabla 2.9), lo que verificaba la importante

implicacion del gen rctR en la inhibicion de la transferencia conjugativa de pSymaA.

Tabla 2.9. Transferencia conjugativa de pSymA desde
mutantes 1021RctR™ hacia AtGMI9023 y SmAS818

Cepas Donadoras Frecuencias de Transferencia®

AtGMI9023 SmAS818

100TSS N.D. N.D.
1021RctR” 52x10° 2,5%x 107

. a . ,
N.D., transferencia no detectada; ~ las frecuencias estan calculadas
como el nimero de transconjugantes por célula donadora y son la media
de al menos tres experimentos.

2.2.2.2. Complementacion genética del mutante 1021RctR”

Para verificar el papel del gen SMa0955 como regulador negativo de la transferencia,
se realizé un estudio de complementacion del mutante 1021RctR". Para ello, se clond el gen
rctR de S. meliloti en el vector pJB3Tc19, resultado el plasmido pJB3-rctR (véase Anexo 2.8),
y se introdujo en el mutante 1021RctR". La cepa complementada se conjugd con la cepa
receptora AtGMI9023, determindndose la frecuencia de transferencia del pSymA desde la
cepa complementada en relacion a la correspondiente cepa parental (1021RctR™ portadora del

vector pJB3 vacio).

149



Tabla 2.10. Complementacion del mutante 1021RctR”

Cepas Donadoras Frecuencias de Transferencia®
1021RctR™ (pJB3) 52x10°
1021RctR™ (pJB3-rctR) N.D.

. a . 7
N.D., transferencia no detectada; = las frecuencias estan calculadas
como el nimero de transconjugantes por célula donadora y son la media
de al menos tres experimentos.

Las frecuencias mostradas en la Tabla 2.10 indicaban, de manera inequivoca, que la
complementaciéon del mutante 1021RctR™ con una copia funcional de SMa0955 en trans,
reducia hasta frecuencias no detectables la transferencia del plasmido simbidtico pSymA
observada en el mutante 1021RctR’, es decir, se restauraba la situacidén silvestre en
condiciones de laboratorio. Este resultado confirmaba al gen SMa0955 como un nuevo
elemento represor de la transferencia conjugativa del plasmido simbiotico de S. meliloti. Por

ello SMa0955 ha sido renombrado como rctR.

2.2.3. Analisis del transcriptoma del mutante 1021RctR

Como se ha descrito anteriormente, un mutante en el gen rctR promueve la
transferencia conjugativa del plasmido pSymA a una frecuencia algo inferior a la observada
en el mutante 1021RctA". En cualquier caso, la inactivacion de ambos genes rctR y rctA
parecia conllevar un mismo efecto, la desrrepresion de la transferencia conjugativa del
plasmido simbidtico pSymA, lo que sugeria que la funcion de ambos genes estaba de alguna
forma conectada. Aunque el estudio del transcriptoma de un mutante RctA™ no arrojé mucha
luz sobre la implicacion de otros genes en la regulacion de la conjugacion de los plasmidos
simbidticos, y dada la probable funcion de RctR como regulador transcripcional (familia
GntR), se decidid realizar un analisis de los cambios transcriptomicos provocados por una
mutacion en ICtR, lo que permitiria identificar aquellos genes regulados, directa o
indirectamente, por RctR.

Se utilizaron los microarrays de S. meliloti 1021 ya descritos anteriormente, y se
compararon los niveles de transcritos en células de la cepa silvestre 1021 y del mutante
1021RctR". La preparacion de los cultivos bacterianos, la obtencion de los ARNs y el

procedimiento de marcaje e hibridacion fueron similares a los utilizados en experimentos
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previos. Un total de 28 genes aparecieron diferencialmente expresados en el experimento
(Arrayexpress accession E-MEXP-3664) (Tabla 2.11).

Como se observa en la Tabla 2.11, en un mutante 1021RctR" aparecieron inducidos los
genes VirB, pero a diferencia de los transcriptomas anteriores, no aparecieron como activados
los genes tra. Tampoco aparecieron los genes rctA ni rctB. Destaco de nuevo la induccion del
gen SMa0941, hecho que también habia ocurrido en un mutante RctA", asi como en una cepa
silvestre que sobreexpresa el gen SmrctB. Asi mismo, aparecieron como sobreexpresados la
mayoria de los genes de los dos operones adyacentes a rctR (SMa0953-50 y SMa0956-61),
anteriormente descritos. Es bastante comun en reguladores de la familia GntR que los genes
regulados se localicen adyacentes o cercanos al propio regulador transcripcional (Hoskisson y
Rigali, 2009). También aparecieron diferencialmente expresados varios genes cromosomicos,

aunque estos no fueron objeto de estudio posterior.

Tabla 2.11. Lista de genes diferencialmente expresados en un mutante 1021RctR

Genes Descripcion Valor de M”
SMa0564 Hipotética proteina conservada posible oxidorreductasa -2.23
SMa0609 Hipotética proteina -1.05
SMa0941 Hipotética proteina 1.75
SMa0950 Probable attC 4.39
SMa0951 AttB proteina permeasa de transporte tipo ABC 3.76
SMa0952 AttA2 proteina permeasa de transporte tipo ABC 4.18
SMa0953 AttA1 proteina permeasa de transporte tipo ABC 4.46
SMa0956 AtrB probable glutamato 1 semialdehido 21 aminomutasa 5.86
SMa0958 AtrC probable acetolactato sintasa 1.61
SMa0959 Probable deshidrogenasa 3.67
SMa0961 Putativo regulador de respuesta de sistema de dos componentes 1.13
SMa0972 Hipotética proteina conservada 1.17
SMa0990 Hipotética proteina 1.51
SMal313 VirB5 componente del sistema de secrecion tipo IV 1.91
SMal1318 VirB3 componente del sistema de secrecion tipo [V 0.92
SMal1321 VirB1 componente del sistema de secrecion tipo [V 2.46
SMal1573 CpaE2 probable proteina de ensamblaje del pilus -0.96
SMal787 Hipotética proteina -1.02
SMal838 Putativa deshidrogenasa - 1.08
SMb20137 Hipotética proteina conservada -0.98
SMb20589 PcaF putativa proteina beta cetoadipil CoA tiolasa -0.95
SMb20786 Putativa permeasa de unidon a aminoacidos de cadena ramificada ABC -1.55
SMb20971 Putativa proteina de union a azlcares de un transportador tipo ABC -1.31
SMc00088 Hipotética proteina transmembrana desconocida 2.54
SMc00100 Hipotética proteina conservada 2.31
SMc00158 Hipotética proteina -0.93
SMc00819 KatA catalasa hidroxiperoxidasa HPII(III) 1.48
SMc01453 TRm22 Probable proteina transposasa -2.10

"Los valores de M son superiores a 0.9 ¢ inferiores a -0.9, con un p < 0.05

151



Con objeto de verificar los resultados de expresion de varios de los genes obtenidos en
el transcriptoma 1021RctR™ vs. 1021, se estudi6 la expresion mediante PCR a tiempo real de
algunos de los genes diferencialmente expresados en el andlisis transcriptdmico, como los
genes SMa0953, SMa0956, SMa0961 y virB1, asi como los genes rctA, SmrctB y traC. Los
resultados corroboraron la mayor expresion de los genes SMa0953, SMa0956, SMa0961 y
virB1 en el mutante 1021RctR”™ con respecto a su cepa parental, 1021. Aunque los genes rctA,
SmrctB y traC no aparecieron diferencialmente expresados en los ensayos de microarrays, los
resultados de la PCR a tiempo real demostraron una induccion significativa de los genes traC
y rctB en un fondo RctR™ con respecto a la cepa silvestre, pero no se observaron cambios en
los niveles de transcripcion del gen rctA (Figura 2.8). Estos resultados sugerian que RctR

inhibe la transferencia conjugativa de pSymA mediante la represion del gen rctB.

retA
C
vire7

400
300 -
g ]
£ 200
2 i
w50 —-—
2
E 40
30 1
20 1
10 - I
O .
bt 0 o)
§ B § 8 8
@ % 73 7

Figura 2.8. Influencia de rctR sobre la transcripcion de genes de pSymA. La expresion relativa de los
genes se calculd como la diferencia de los niveles de transcritos de estos genes entre la cepa 1021RctR
comparada con la cepa 1021. Los resultados son la media de al menos dos experimentos bioldgicos
independientes con tres réplicas técnicas cada uno. Las barras indican el error estandar con un 95% de confianza.

2.2.3.1. Fenotipo conjugativo de un mutante doble en rctR y rctB

Como se ha demostrado anteriormente, el gen rctR influye en la expresion de genes
que intervienen en la transferencia genética horizontal del plasmido pSymA, de forma que

una mutacion en este gen provoca el aumento de la expresion de genes como SmrctB, traC y
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virB1, directamente implicados en el proceso de conjugacion del plasmido simbidtico
pSymA. Para verificar si el gen rctB podria participar en el control de la transferencia
conjugativa de pSymA en la misma ruta de regulacion que RctR, se construyd un mutante
doble rctRrctB. Para ello, se interrumpi6 el gen SmrctB con un gen de resistencia a Gm
mediante la técnica de intercambio de marcador (véase Anexo 2.9), en un fondo 1021RctR",
obteniéndose la cepa 1021RctRQ1 (Figura 2.9).

5Ma0969 SMa0972  SMa0874 5Ma0976 SMaG977 ntrR2

Wild-type

SMa0969 SMa0972 SMa0974::GmR SMa0975 SMz0977 mrR2

EMa0974::Gm*

1 Kb

Figura 2.9. Mutacion en SMa0974 (SmrctB) de S. meliloti 1021. Inserciéon de un gen de resistencia a
Gm en el gen SmrctB, representado en color negro.

El doble mutante 1021RctRQ1 se conjugd con la cepa receptora AtGMI9023 y se
determiné la frecuencia de transferencia del pSymA en relacion al mutante 1021RctR". Los
resultados mostraron que la mutacion del gen SmrctB en un fondo genético RctR™ reducia la
transferencia conjugativa del pSymA hasta niveles no detectables (Tabla 2.12), lo cual
indicaba que rctR y rctB funcionan dentro de la misma ruta de regulacion y demostraba, de
nuevo, la importante funcion desempeiniada por el gen SmrctB en el control de la conjugacion

de pSymaA.

Tabla 2.12. Efecto de una mutacion en el gen SmrctB en

un fondo RctR”

Cepas Donadoras Frecuencias de Transferencia®
100TSS N.D.

1021RctR” 52x10°
1021RctRQ1 N.D.

. a . e
N.D., transferencia no detectada; ~ las frecuencias estan calculadas
como el nimero de transconjugantes por célula donadora y son la media
de al menos tres experimentos.
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2.2.4. Estudio de los genes SMa0950, SMa0951, SMa0952 y SMa0953

Como se observa en la Tabla 2.11, los genes SMa0950-53 aparecieron
diferencialmente expresados en el transcriptoma 1021RctR" frente a 1021, y ademas con altos
niveles de expresion. Dichos genes se localizan también en la zona de transferencia y podrian
codificar un hipotético sistema de transporte que podria intervenir en la transferencia
conjugativa del plasmido pSymA.

En un estudio mas completo de estos genes, encontramos que el gen SMa0950 aparece
en la base de datos como una proteina periplasmica de unidon a sustrato perteneciente a un
transportador tipo ABC. Si comparamos su secuencia con otras secuencias de diferentes
rizobios, obtenemos que tiene un 84,3% de identidad con la proteina de Rhizobium sp.
NGR234 NGR b10560, que se define como un transportador. EI gen SMa0951 se define
como una permeasa perteneciente a un sistema de transporte tipo ABC de membrana interna.
Contiene un dominio proteico IPR0O00515 que se define como componente de unién a
proteina de membrana interna de sistemas de transporte. Los sistemas transportadores
bacterianos dependientes de proteinas son sistemas multicomponentes (Ames, 1986; Higgins
et al., 1990), normalmente compuestos de una proteina periplasmica de fijacion del sustrato,
una o dos proteinas integrales de membrana interna homologas y una o dos proteinas de la
membrana periférica de uniéon al ATP, que acopla la energia al transporte activo. Las
proteinas integrales de membrana interna trasladan el sustrato a través de la membrana. El
producto del gen SMa0951 muestra una homologia del 86,7% con la proteina NGR234
NGR_b10580 de Rhizobium sp., que se describe como una proteina permeasa similar a AttA2
del transportador tipo ABC. El gen SMa0952, segun la base de datos, codificaria para una
permeasa de transporte tipo ABC, en la que encontramos el mismo dominio proteico que la
proteina SMa0951, presentando la misma homologia con la proteina NGR b10580 de
Rhizobium sp. Por tltimo, el gen SMa0953 codifica para una proteina de unién a ATP,
perteneciente a un transportador tipo ABC. Un analisis de la secuencia aminoacidica de
SMa0953, reveld que el producto del gen SMa0953 muestra una homologia del 80,4% con la
proteina NGR234 NGR b10590 de Rhizobium sp. Esta proteina se define en la base de datos
como una proteina del tipo AttA1 perteneciente al transportador ABC.

Los transportadores tipo ABC pertenecen a la superfamilia denominada “cassette de

union a ATP” (ABC), que utiliza la hidrdlisis de ATP para activar diversos sistemas
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biologicos. Estos transportadores estan implicados en la exportacion o importaciéon de una
amplia variedad de sustratos que van desde pequefios iones hasta macromoléculas. La
principal funciéon de los sistemas de importacion ABC es proporcionar los nutrientes
esenciales para las bacterias. Son exclusivos de las procariotas y sus cuatro dominios suelen
estar constituidos por polipéptidos independientes (dos proteinas ABC y dos proteinas DTM).
Los sistemas importadores de procariotas requieren mas proteinas extracitoplasmaticas de
unidn de sustrato (una o mas por sistema) para desempefar su funcion, en contraste con los
transportadores tipo ABC que se usan para la exportacion de sustancias o en la focalizacion
de los componentes de membrana. Este tipo de exportador ABC se encuentra en todos los
organismos vivos y, en general, el dominio DTM se fusiona con el dominio ABC por varias
combinaciones diferentes. Algunos exportadores eucariotas codifican los cuatro dominios en
la misma cadena polipeptidica (Saurin et al., 1999).

Tras el estudio in silico de los genes que forman el hipotético operdn de transporte, se
procedid al estudio funcional de los mismos. Como hemos mencionado anteriormente, este
conjunto de genes aparece considerablemente inducido en un mutante 1021 RctR™ con
respecto a su cepa parental 1021. Debido a ello, se decidid realizar un mutante carente de
estos genes para determinar su posible efecto sobre la transferencia conjugativa del plasmido
pSymA (véase Anexo 2.10). En la Figura 2.10, se representa graficamente la delecion de

estos genes.

SM30947 SMa0950-SMa0951-SMa0952-SMa0953 SM30955
Wild-type

ASMa0050-53

1kh

Figura 2.10. Representacién gréafica de la delecion de los genes SMa0950-SMa0953. Los genes
diana se representan en color negro.

La delecion en los genes SMa0950-SMa0953 fue realizada en las cepas 100TSS y
1021RctR, obteniéndose los dobles mutantes 100TSSQ3 y 1021RctRQ3, respectivamente.
Como se observa en la Tabla 2.13, no se observo ningun efecto debido a la ausencia de estos

genes sobre la transferencia conjugativa del plasmido pSymA hasta la cepa receptora de
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AtGMI9023. No obstante, como se discutird mas adelante, esto no tiene por qué significar
que los genes SMa0950-53 no tengan una participacidn activa en el proceso de transferencia
de pSymA, sino que bajo las condiciones estudiadas (ausencia o presencia simultdnea de

RctR y SMa0950-53) no es posible poner de manifiesto dicho hipotético papel activo.

Tabla 2.13. Influencia de una mutacion en los genes
SMa0950-53 sobre la transferencia conjugativa del pSymA
de S. meliloti hasta AtGMI9023

Cepas Donadoras Frecuencias de Transferencia®
100TSS N.D.

100TSSQ3 N.D.

1021RctR’ 52x107°
1021RctRQ3 55x10°

. a . ,
N.D., transferencia no detectada; = las frecuencias estan calculadas
como el nimero de transconjugantes por célula donadora y son la media
de al menos tres experimentos.

2.2.5. Estudio de los genes SMa0956, SMa0958 y SMa0959

Como se observa en la Tabla 2.11, el hipotético operon localizado aguas abajo al gen
rctR, compuesto por los genes SMa0956, SMa0958 y SMa0959, apareci6é inducido en un
mutante rctR. El producto del gen SMa0956 muestra una identidad del 58% con el gen
Atu5124 que codifica para una aminotransferasa de clase III. Las aminotransferasas
comparten ciertos rasgos con otras enzimas pirodoxalfosfato-dependientes, como la union
covalente del grupo pirodoxalfosfato a un residuo lisina. Basandose en la similitud de sus
secuencias, se pueden agrupar en subfamilias (Yun et al., 2004). Ademas, SMa0956 muestra
una homologia del 82.2% con la proteina NGR b10610 de Rhizobium sp. NGR234, que
aparece en la base de datos como AtrB, glutamato -1-semialdehido 1, 2-aminomutasa
(HemL) y con homologia a proteinas 4-aminobutirato aminotransferasas.

El producto del gen SMa0958 muestra homologia con proteinas que requieren de
tiamina pirofosfato. Contiene un dominio IPR000399 de union a TPP. SMa0958 muestra un
88.4% de homologia con la proteina NGR b10620 de Rhizobium sp. NGR234, que se
denomina AtrC y codifica para una hipotética acetolactato sintasa. Asi mismo, muestra una

homologia del 69% con el gen Atu5123 de A. tumefaciens que codifica para una hipotética
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acetolactato sintasa, y en torno al 29% de conservacion de secuencia con los productos de
genes anotados como acetolactato sintasa en otros rhizobios como es el caso de Rhizobium
etli CFN42, Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841, M. loti MAFF 303099 vy
Bradyrhizobium sp. BTAil y ORS278.

En cuanto al producto del gen SMa0959, posee una identidad del 54% con el gen
Atu5122 de A. tumefaciens que codifica una hipotética 3-cetoacilreductasa (proteina
portadora de acilo) y una homologia del 81% con la proteina NGR234 NGR b10630 de
Rhizobium sp., que se define en la base de datos como una 3-oxoacil-reductasa (proteina
portadora de acilos). También muestra menores niveles de conservacion (en torno al 36%) de
identidad con proteinas anotadas en los genomas de Bradyrhizobium sp. ORS278 y BTAIl,
M. loti MAFF 303099, Azospirillum sp. B510, Frankia alni ACN14a, Klebsiella pneumoniae
Kp342. Ademas, muestra homologia con deshidrogenasas de alcoholes de cadena corta, pues
contiene un dominio IPR002198 deshidrogenasa/reductasa SDR de cadena corta. La familia
de deshidrogenasas-reductasas de cadena corta (SDR) (Jornvall et al., 1995) es una familia
muy extensa de enzimas, donde la mayoria son conocidas por ser oxidorreductasas
dependientes de NAD o NADP. La mayoria de los miembros de esta familia son proteinas de
alrededor de 250 a 300 residuos aminoacidicos. La mayoria de las deshidrogenasas poseen al
menos 2 dominios (Benyajati et al., 1981), uno para la unioén de la coenzima, a menudo
NAD, y el segundo de unidén a sustrato. Este Gltimo dominio determina la especificidad del

sustrato y contiene aminoacidos que participan en la catalisis.

SMa(952_ SMa0s61 SMag36+

Wild-typa

5Ma0955 SMa0956::Km SMa0958 5Ma0S59 SMa0961 SMa0964

SMa0956Km

1kb

Figura 2.11. Representacion grafica del mutante en el gen SMa0956. Para la obtencion del mutante,
se insert6 el gen de resistencia a Km.

Con el fin de estudiar la participacion de este hipotético operon en la transferencia

conjugativa de pSymA, se gener6 un mutante en el gen SMa0956 mediante la insercion de un
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gen de resistencia a Km (véase Anexo 2.11). La mutacién se introdujo en la cepa 1021RctR,
obteniéndose el mutante 1021RctRQ2 (Figura 2.11).

Posteriormente, este mutante se ensayd como donador en cruces utilizando a
AtGMI9023 como cepa receptora. Como se puede observar en la Tabla 2.14, la insercion del
gen de resistencia a Km en el gen SMa0956, en un fondo 1021 RctR’, redujo la transferencia
conjugativa de pSymA hasta niveles indetectables, lo que sugeria un posible papel del operon

SMa0956-59 en la transferencia conjugativa de pSymaA.

Tabla 2.14. Influencia del operén SMa0956-SMa0961 en
la transferencia conjugativa del pSymA de S. meliloti hacia

AtGMI9023

Cepas Donadoras Frecuencias de Transferencia®
100TSS N.D.
1021RctR 52x10°
1021RctRQ2 N.D.
1021RctRQ2 (pJB3-09565859) N.D.

. a . 7
N.D., transferencia no detectada; = las frecuencias estan calculadas
como el nimero de transconjugantes por célula donadora y son la media
de al menos tres experimentos.

Para verificar el fenotipo observado en el mutante 1021RctRQ2, se amplifico un
fragmento de ADN que contenia los genes SMa0956-SMa0958-SMa0959 y se clon6 en el
vector de expresion pJB3Tcl9 (véase Anexo 2.12). La construccion fue introducida en el
mutante 1021RctRQ2, y se ensayd como donador en cruces con AtGMI9023 como cepa
receptora. Los resultados mostraron que la complementacion genética en trans de los genes
SMa0956-SMa0958-SMa0959 no revirtio el fenotipo (no transferencia de pSymA) de la cepa
1021RctRQ2 (Tabla 2.14). Esto indicaba que el gen de resistencia a Km insertado en el gen
SMa0956 podria estar afectando la transcripcion de genes localizados aguas abajo,
particularmente al gen SMa0961 (Figura 2.11). Para verificar esta posibilidad, se construy6
una nueva mutacion, esta vez mediante delecion de los genes SMa0956-SMa0958-SMa0959
pero sin la introduccion de genes de resistencia a antibidticos, de forma que la mutacidon no

afectase la transcripcion de genes situados aguas abajo (véase Anexo 2.13). En la Figura 2.12
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se muestra la representacion grafica del mutante defectivo en los genes SMa0956, SMa0958 y

SMa0959.

SMa0953 SMa0955 SMa0956-5Ma0358-SMa0959 5Ma0961 SM20964 SMa0S67

Wild-type

SMa0953 SMa0955 ASMa0956-59 syi0967 SMa0964 SManIe7

ASMal956-59

1Kb

Figura 2.12. Representacion grafica de la delecidén de los genes SMa0956, SMa0958 y SMa0959.

Los genes diana se representan en color negro.

Dicha delecion fue introducida en la cepa 1021RctR’, obteniéndose el mutante
1021RctRQS, y se determind la capacidad de transferencia de pSymA hacia AtGMI9023
respecto al mutante 1021RctR". Como puede observarse en la Tabla 2.15, la delecion de los
genes SMa0956, SMa0958 y SMa0959 en el mutante RctR™ no produjo ningin cambio en la
tasa de transferencia de pSymA con respecto al mutante simple RctR™. Esto sugeria que el
fenotipo observado en el mutante 1021RctRQ2 (Tabla 2.14) podria ser debido no a la propia
mutacion sino a su efecto polar sobre la expresion del gen SMa0961, lo que a su vez indicaba
un posible papel del gen SMa0961 en la transferencia conjugativa del pSymA. Ademas, y de
acuerdo a los resultados de los experimentos con microarrays, SMa0961 estaria también

regulado por RctR.

Tabla 2.15. Influencia del operén SMa0956-SMa0959 en
la transferencia conjugativa del pSymA de S. meliloti hacia

AtGMI19023

Cepas Donadoras Frecuencias de Transferencia®
100TSS N.D.

1021RctR” 5210°
1021RctRQ5 4.710°

. a . e
N.D., transferencia no detectada; ~ las frecuencias estan calculadas
como el nimero de transconjugantes por célula donadora y son la media
de al menos tres experimentos.
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El posible efecto polar ejercido por la insercion del gen de resistencia a Km en
SMa0956 (cepa 1021RctRQ2) sobre la expresion del gen SMa0961 fue corroborado por las
pruebas de cotranscription de los genes SMa0959 y SMa0961. Usando los oligos
atrBC59op.int.5 y SMa0961.R y muestras de ARN extraidas de la cepa de S. meliloti
1021RctR’, cuyas células se cultivaron en medio TY, pudimos obtener un amplicon de 627 de
nt que abarca el extremo 3' del SMa0959 y el extremo 5' del SMa0961. Este hecho apoyaba
firmemente que SMa0961 y los genes localizados aguas arriba constituyen un operon (Figura

2.13).

Figura 2.13. Patron transcripcional de la region SMa095659-SMa0961 relacionada con la
transferencia conjugativa de pSymA. Carril 1, Marcador III de peso molecular de ADN (Roche); Carril 2,
cDNA amplificado a partir del ARN extraido de células de 1021RctR’; Carril 3, cDNA amplificado a partir del
ARN extraido de células de 1021RctRQ2; Carril 4, control positivo usando ADN gendémico de 1021RctR’; Carril
5, control negativo usando ARN total extraido de células de 1021RctR”

2.2.6. Estudio del gen SMa0961

El producto del gen SMa0961 codifica para una proteina de 240 aminoacidos con
homologia a reguladores de respuesta de sistemas de dos componentes, por lo que es
interesante estudiarlo desde el punto de vista de la transferencia, ya que son varios los casos
en que la transferencia conjugativa se ve afectada por este tipo de reguladores (Stock et al.,
1995; Zhang et al., 2002; Serna et al., 2010). SMa0961 contiene un dominio denominado
IPRO01789 que pertenece a los sistemas de regulacion de dos componentes que las bacterias
utilizan para sensar cambios, responder y adaptarse a cambios en las condiciones ambientales,
condiciones de crecimiento o estreses.

Un anadlisis de la secuencia proteica de SMa0961 mediante BLASTp reveld que este

gen aparecia representado en otros rizobios, presentando una homologia del 76% con la
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proteina  NGR b10640 (del plasmido pNGR234b) de Rhizobium sp. NGR234, que
corresponde a un putativo regulador de respuesta de un sistema de dos componentes. También
presenta homologia del 37% con la proteina Atu5119 del plasmido pAt de A. tumefaciens
C58, pero no se localiza ningiin homologo en el genoma de R. etli CFN42 (Figura 2.6).

El producto del gen SMa0961 posee un dominio receptor de sefial (REC) en el
extremo N-terminal, que se predice que puede ser fosforilado en el Asp-53, y un dominio
efector de union a ADN en el extremo C-terminal. Sin embargo, el gen SMa0961 no esta
ligado a ninglin gen analogo a una quinasa sensora, como ocurre en la mayoria de los sistemas
reguladores de dos componentes (Stock et al., 2000).

Debido a la importancia que podria tener este gen en la transduccion de cambios en el
ambiente que promovieran la transferencia conjugativa de los plasmidos de S. meliloti, se
decidié abordar su estudio mediante la delecion del gen (véase nexo 2.14) en las cepas
100TSS y 1021RctR’, obteniéndose asi los mutantes 100TSSA0961 y 1021RctRA0961, a los
que se denomindé 100TSSQ4 y 1021RctRQ4, respectivamente. En la Figura 2.14 se muestra

la representacion grafica de dicha mutacion.

SMau9s8 SMaogsy  SMa0961 syaoo64 SMav967  SMadd9Ed

Wild-type
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Figura 2.14. Representacion gréafica de la delecion del gen SMa0961. El gen diana se representa en
color negro.

En la Tabla 2.16 se muestran las tasas de transferencia del pSymA desde estos
mutantes hacia AtGMI9023. Como se observa en la Tabla 2.16, la ausencia del gen SMa0961
no modifico la tasa de transferencia de pSymA desde la cepa 100TSS, que continué siendo
indetectable. Por su parte, la delecion del gen SMa0961 en un fondo 1021RctR™ provocod que
la tasa de transferencia se redujese, respecto a la cepa 1021RctR’, hasta hacerse indetectable,
lo que sugeria la participacion del gen SMa0961 en el control de la transferencia conjugativa

del plasmido pSymA.
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Tabla 2.16. Influencia de la mutacion en el gen SMa0961
en la transferencia conjugativa del pSymA de S. meliloti

hacia AtGMI9023

Cepas Donadoras Frecuencias de Transferencia®
100TSS N.D.

100TSSQ4 N.D.

1021RctR’ 52x10°
1021RctRQ4 N.D.

. a . 7
N.D., transferencia no detectada; = las frecuencias estan calculadas
como el nimero de transconjugantes por célula donadora y son la media
de al menos tres experimentos.

Como se ha descrito anteriormente, la transcripcion del gen SMa0961 estaba
significativamente incrementada en un mutante defectivo en el gen rctR, mientras que una
mutacion en el gen SMa0961 inhibia la transferencia conjugativa de pSymA observada en el
mutante rctR. Por tanto, parecia plausible que un aumento de la expresion del gen SMa0961
en una cepa silvestre podria tener como consecuencia la desrepression de la transferencia
conjugativa de pSymA. Para confirmar esto, SMa0961 se cloné bajo el promotor del trp,
obteniéndose el pladsmido pTE3-0961 (véase Anexo 2.15), que se introdujo en la cepa
100TSS, utilizdndose como donador en experimentos de conjugacion, usando como cepa
receptora a AtGMI9023. Como puede observarse en la Tabla 2.17, la sobreexpresion de
SMa0961 en la cepa 100TSS promovié la conjugacion del plasmido pSymA a frecuencias de
3,5 x 10™. Estos resultados corroboraban la idea de que el producto del gen SMa0961 actua
como un elemento de regulacion positiva de la transferencia conjugativa de pSymA, de forma

andloga a la funcion que realiza el producto del gen SmrctB.

Tabla 2.17. Influencia de la sobreexpresion del SMa0961
en la transferencia conjugativa del pSymA de S. meliloti

hacia AtGMI9023

Cepas Donadoras Frecuencias de Transferencia®
100TSS (pTE3) N.D.

100TSS (pTE3-0961) 3,5x 10

. a . ,
N.D., transferencia no detectada; = las frecuencias estan calculadas
como el nimero de transconjugantes por célula donadora y son la media
de al menos tres experimentos.
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Para verificar si la sobreexpresion del gen SMa0961 estaba afectando la transcripcion
de los genes que intervienen en la transferencia conjugativa del plasmido pSymA, se analizo
la expresion de los genes rctA, SmrctB, traC y virB1 mediante PCR a tiempo real, en un
fondo en el que se sobreexpresa el gen SMa0961 en comparacion con un fondo 1021 (Figura
2.15). Los resultados mostraron un incremento de la expresion de todos estos genes, con la
excepcion de rctA, cuando se sobreexpresaba el gen SMa0961, lo que apoyaba la idea de que
SMa0961 es otro elemento importante en la regulacion de la transferencia conjugativa de

pSymA. Por tanto, renombramos al gen SMa0961 como rctC.

300 -
250 4
200 -
150 -
100 -

Expresion relativa

=]

rctA SmrctB traC virB1

Figura 2.15. Anélisis de la expresion relativa de los genes rctA, traC y virB1 en un fondo 1021
(pTE3-SmrctB) y 1021 (pTE3-0961) versus 1021 (pTE3). La expresion relativa de los genes rctA,

SmrctB, traC y virB1 se calculdé como la diferencia de los niveles de transcritos de estos genes entre la cepa
silvestre que contenia el vector sobreexpresando el gen SmrctB (gris oscuro) o el gen SMa0961 (gris claro)
respecto a la misma cepa conteniendo el vector pTE3 vacio. Los resultados son las medias de al menos dos
experimentos bioldgicos independientes con tres réplicas técnicas cada uno. Las barras de error indican el error
estandar con un 95% de confianza.

Aunque los genes implicados en la transferencia conjugativa de S. meliloti aumentan
su expresion cuando ambos genes SmrctB y/o SMa0961 se encuentran sobreexpresados
(Figura 2.15) es bastante probable que rctC controle la expresion de rctB y no al revés. De
hecho, cuando rctC es sobreexpresado también aumenta la transcripcion de rctB. Sin embargo,
pudimos comprobar que rctB no afecta la transcripcion de rctC. Los niveles de expresion de
rctC fueron similares en un fondo rctR que en un doble mutante rctRrctB (1021RctRQI;
expresion relativa 1,39 + 0,1). Por otro lado, la sobreexpresion de rctB en la cepa 1021 no
provoco cambios en la expresion de rctC respecto a la cepa silvestre 1021 (expresion relativa
1,05 £ 0,12). Todos estos resultados indicaban que rctC se encuentra por encima de rctB en la

cascada regulatoria que conduce a la activacion de la transferencia conjugativa del pSymA.
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2.3. Discusion

La transferencia conjugativa de los plasmidos de S. meliloti, pSymA y pSymB,
dependen de la represion ejercida por el gen rctA en condiciones de laboratorio, por un
mecanismo similar al que controla la transferencia conjugativa del plasmido pRetCFN42d de
R. etli. Del mismo modo que ocurre con el plasmido simbidtico de R. etli, el pSymA de S.
meliloti es autotransferente bajo ciertas condiciones ambientales desconocidas, las cuales
desencadenarian la inactivacion de la funcion represora de RctA (Pérez-Mendoza et al., 2005;
Sepulveda et al., 2008). Aun se desconocen no solo la sefial o sefiales que desencadenan el
proceso, sefiales que podrian proceder del ambiente o del entorno intracelular, sino la forma
en que se transduce la sefial predicha y los reguladores que participan en el bloqueo de la
actividad represora de RctA. En R. etli solo otro gen, rctB, se sabe que participa en este
sistema. Un aumento en la expresion de rctB permite la desrrepresion de los genes de la
transferencia conjugativa, presumiblemente porque afecta a la expresion y/o actividad del
producto del gen rctA, mediante un mecanismo atn desconocido (Pérez-Mendoza et al., 2004,
2005).

En esta tesis se han identificado tres nuevos reguladores, ademas del gen rctA, que
participan en el control de la transferencia de los pSyms de S. meliloti. Se ha identificado a
SMa0974 como un ortoélogo del gen rctB de R. etli, necesario para contrarrestar la accion
represora de rctA. El gen SMa0974 de S. meliloti 1021 codifica una proteina que muestra un
25% de identidad (48% de similitud) con la proteina RctB de R. etli. A pesar del bajo grado de
conservacion de secuencia, ambos genes son funcionales e intercambiables para la
desrrepresion de los genes de la transferencia conjugativa de pSyms en una y otra especie. La
sobreexpresion de SmrctB promueve la transferencia conjugativa del plasmido pSymA desde
S. meliloti hacia AtGMI9023 a una frecuencia 10 veces mayor a la observada en un mutante
rctA. Sin embargo, el efecto de la sobreexpresion del gen SmrctB y el de la mutacion del gen
rctA no parecen ser acumulables, ya que la frecuencia de transferencia del pSymA desde un
mutante I'CtA no se altera cuando se sobreexpresa SmrctB desde un promotor heterdlogo. Este
resultado no tiene facil explicacion, aunque podria sugerir una mayor complejidad de la
actividad reguladora de RctA de la que hasta ahora se ha descrito, como por ejemplo que
pudiera influenciar, de forma directa o indirecta, la expresion de genes que afecten a la
eficiencia del proceso conjugativo.

El gen SmrctB ejerce un efecto positivo sobre la expresion de genes implicados en el
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mecanismo de transferencia conjugativa del pSymA. Mediante la técnica de PCR a tiempo
real, se ha podido constatar que la sobreexpresion del gen SmrctB conduce a un aumento de la
expresion de los genes tra y virB, como ocurria en el sistema de regulacion de la transferencia
conjugativa del pSym de R. etli. Sin embargo, y al contrario de lo que ocurre en R. etli, donde
una sobreexpresion de rctB reduce los niveles de expresion del gen rctA, SmrctB no parece
afectar a la transcripcion del gen rctA, por lo que SmrctB podria ejercer su efecto sobre rctA
post-transcripcionalmente, una posibilidad que ya habia sido sugerida anteriormente (Perez-
Mendoza et al., 2005). Debido a que las proteinas RctB predichas no muestran conservacion
de secuencia con proteinas de funciéon conocida, no es posible especular con el mecanismo
por el que rctB antagoniza la accion represiva de rctA.

A pesar de la conservacion del par represor-antirrepresor rctA-rctB tanto en el pSym
de S. meliloti como en el de R. etli, hay dos elementos regulatorios en el pSymA de S.
meliloti, cuya funcion se ejerce aguas arriba a rctB en la cascada de sefializacion, que no
estan presentes en R. etli. Por un lado esta el gen rctC (SMa0961), que codifica un probable
regulador de respuesta (RR) perteneciente a la familia de reguladores de dos componentes.
Nuestros resultados indican que la expression de rctC es necesaria para la activacion de la
transcripcion de rctB y, por tanto, para la desrrepresion del sistema conjugativo. Por el
contrario, hemos podido demostrar que rctB no tiene influencia sobre la expresion de rctC. La
expression del gen rctC desde un promotor heterélogo permite aumentar la transcripcion de
rctB (y por tanto de los genes tra y virB) y una induccion en la transferencia conjugativa de
pSymA. rctC parece ser el ultimo gen de un operon tetracistronico (SMa0956-SMa0958-
SMa0959-rctC), donde es precedido por tres genes que codifican proteinas con diversas
supuestas funciones. rctC podria codificar un RR huérfano, ya que no esta asociado a genes
que codifiquen para quinasas sensoras. Sin embargo, como muchos RR, la proteina RctC
parece contener un residuo conservado de Asp (Asp-53 in RctC) que normalmente necesita
ser fosforilado para activar el dominio de unién al ADN asociado (Stock et al., 2000) y, por
tanto, para regular la transcripcion de los genes diana. Futuras cuestiones a resolver son, por
ejemplo, si la fosforilacion de RctC es necesaria para la activacion de la transferencia
conjugativa y si RctC se une directamente al promotor del gen rctB.

La expression del operén SMa0956-SMa0958-SMa0959-rctC aumenta cuando otro
regulador transcripcional, rctR (SMa0955) es bloqueado. En una cepa RctR’, la transcripcion

tanto del gen rctC como del rctB se ve aumentada, junto con el incremento de la expresion de
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los genes conjugativos (tra, virB), lo que desbloquea la transferencia conjugativa de pSymA.
Otro operdén que aumenta su transcripcion en un mutante RctR™ es el operon SMa0953-
SMa0952-SMa0951-SMa0950 (SMa0953/50), que probablemente codifique para un
transportador de membrana tipo ABC y una proteina periplasmica de union a ligando.

El gen rctR codifica para un regulador transcripcional que muestra una alta homologia
con la familia de reguladores GntR. Se ha visto que este tipo de reguladores responden a
estimulos externos (Rigali et al., 2002), por lo que también se les denomina sistemas de
regulacion de un componente. Un rasgo caracteristico de la familia GntR de reguladores
transcripcionales, muchos de ellos represores, es la presencia en la proteina reguladora de un
dominio N-terminal de unién a ADN junto a un dominio de union a ligando y/o un dominio de
oligomerizacion (Hoskisson y Rigali, 2009). La unién al ligando especifico conlleva un
cambio conformacional de la proteina que implica cambios en su afinidad de uniéon a los
promotores que regula. Los reguladores GntR estan localizados frecuentemente adyacentes a
los genes que controlan, lo que a veces puede ser indicativo de los componentes con los que
interactuan. El gen rctR no es exclusivo de plasmidos simbioticos de los rizobios, sino que
también se encuentra presente en el plasmido pAtC58 de A. tumefaciens y el pNGR234b de
Rhizobium sp. NGR234.

El gen rctR es adyacente y reprime la transcripcion de dos operones, SMa0953/50 y
SMa0956-SMa0958-SMa0959-rctC que contienen genes con diversas funciones predichas.
Como hemos discutido arriba, al menos uno de estos genes, rctC, tiene un efecto directo sobre
la transferencia conjugativa de pSymA, al ser necesario para la activacion del gen
antirrepresor rctB. Para el resto de genes de estos 2 operones, no se ha podido de momento
obtener evidencias de su posible papel activo, quiza por la limitacion que supone el trabajar
con mutantes para poder evidenciar la transferencia conjugativa en el laboratorio. No
obstante, ha de considerarse la posibilidad de que la funcion de estos genes se situe cascada
arriba de RctR, quizas controlando la propia actividad represora de RctR, lo que les otorgaria
un papel preponderante en el proceso conjugativo. Esta posibilidad estd apoyada por varios
hechos relevantes: primero, la posicion adyacente entre IctR y estos 2 operones, no solamente
en pSymA sino en otros plasmidos donde parece conservado todo el sistema; segundo, el
hecho de que ambos operones estén regulados (reprimidos) por RctR; tercero, que el gen rctC,
que como ha quedado desmostrado en este trabajo es necesario para activar rctB, se encuentre

transcripcionalmente ligado a los SMa0956-SMa0958-SMa0959, a pesar de que las hipotéticas
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actividades de aquel y estos son muy diferentes; cuarto, que de acuerdo a todos los estudios
transcriptomicos realizados en este trabajo, los operones SMa0953/50 y SMa0956-SMa0958-
SMa0959-rctC parecen ser los unicos directamente regulados por RctR. Todo ello ha de
unirse al hecho de que en varios otros ejemplos de reguladores tipo GntR, los genes
controlados por el regulador transcripcional participan en el metabolismo del ligando que, tras
unirse al dominio FCD, determina la actividad del dominio HTH del regulador transcripcional
(Rigali et al., 2002). Por tanto, aunando el modo de accion aceptado para los reguladores tipo
GntR y nuestros resultados, proponemos un modelo de la cascada de sefalizacion que llevaria
a la desrrepresion de las funciones de la transferencia conjugativa del pSym en S. meliloti

(Figura 2.16)
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Figura 2.16. Modelo propuesto para la regulacion de transferencia conjugativa de los plasmidos
simbioticos de S. meliloti. +, activacién; -, represion o inhibicién. A) bajo condiciones no favorables (medios
de laboratorio estandar), RctA mantiene reprimidos los genes de la transferencia conjugativa en ambos pSyms,
mientras que RctR mantiene reprimidos a los operones SMa0953/50 y SMa0956-58-59-rctC y por tanto rctB
permanece inactivo. B) La conjugacion se logra por accion de un compuesto ambiental desconocido,
supuestamente importado por el transportador ABC codificado por SMa0953/50 que tras ser modificado por los
productos de SMa0956-58-59, se uniria a RctR inhibiendo su actividad represora, activandose asi la
transcripcion de rctC, lo que permitiria la expresion del gen rctB para contrarrestar la accion del represor RctA.
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En este modelo, el operon SMa0953/50 (que codifica un transportador ABC y una
proteina peripldsmica de union a ligando) estaria involucrado en la importacion de un
componente extracelular desconocido, el cual podria subsecuentemente ser modificado por la
accion de los genes SMa0956-SMa0958-SMa0959 para producir el componente que se uniria
a RctR. La union de RctR a este supuesto compuesto inhibiria su actividad represora,
activandose la transcripcion del operon SMa0956-SMa0958-SMa0959-rctC. La expresion de
RctC llevaria al aumento de la transcripcion de rctB, el evento clave que hasta ahora
conocemos, necesario para antagonizar la represion que rctA ejerce sobre la transcripcion de
los genes conjugativos en ambos pSymA y pSymB.

Existen homdlogos de los operones SMa0953/50 and SMa0956-SMa0958-SMa0959-
rctC, asi como del gen rctR, en plasmidos de rizobios como el pPNGR234b y en el plasmido de
Agrobacterium pATCS5S, pero estan ausentes en el genoma de R. etli. Esto indica que la clave
en la activacion de rctB para antagonizar la represion de rctA se debe de llevar a cabo a través
de diferentes cascadas de sefializacion en distintos plasmidos tipo RctA. Sera muy interesante
averiguar si estas diferencias genéticas reflejan la posibilidad de que la conjugacion de los
distintos plasmidos de tipo RctA pueda también proceder en respuesta a diferentes tipos de
sefiales o condiciones ambientales.

Ademas de los nuevos genes reguladores identificados, se estudiaron también los
genes SMa0941 y SMa0907. Ambos genes aparecieronn diferencialmente expresados en los
estudios del transcriptoma de las cepas 1021RctA” y 1021(pTE3-SmrctB) en el caso de
SMa0941, o de 1021(pTE3- SmrctB) en el caso de SMa0907.

Segun las bases de datos consultadas, el gen SMa0941 codifica para una hipotética
proteina con un dominio REC, relacionado con receptores de sefales transducidas mediante
reacciones de fosforilacion/defosforilacion en sistemas reguladores de dos componentes, muy
abundantes en bacterias y otros organismos superiores (Wolanin et al., 2002). No obstante,
SMa0941 no contiene un dominio de unién a DNA, lo que indica que no tiene una
participacion directa en la regulacion transcripcional de hipotéticos genes diana. Se han
descrito reguladores RR que no interaccionan directamente con los genes que regulan. Este es
el caso de CheY, paradigma de la familia de reguladores de respuesta en sistemas de
senalizacion de dos componentes. CheY recibe la sefial desde el elemento sensor, CheA, que
es una histidina quinasa. La transduccion de sefales implica la transferencia de un grupo

fosfato desde CheA autofosforilada hasta CheY (Wolanin et al., 2003). Chey fosforilado
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interacciona con FliM, un componente del complejo del motor flagelar, controlando asi la
direccion de rotacion del flagelo. Muchos otros miembros de esta familia de reguladores de
respuesta contienen un dominio de CheY receptor que a menudo se encuentra asociado a un
dominio efector de union a ADN.

SMa0941 se encuentra asociado a un hipotético sistema de regulacion de dos
componentes formado por los genes adyacentes SMa0940, que codificaria un regulador de
respuesta, y SMa0939 que codificaria para una histidina quinasa. Mediante un andlisis por
PCR a tiempo real, se corrobord que el gen SMa0941 se activaba en ausencia del gen rctAy
con la sobreexpresion del gen SmrctB en comparacion con los niveles de expresion de la
cepa silvestre. No obstante, no fue posible obtener una construccion genética que
sobreexpresase SMa0941 solo o en compafiia de los genes SMa0939-SMa0940, lo que
hubiese podido arrojar luz sobre su posible implicacién en la regulacion de la transferencia
conjugativa de pSymA. No obstante, pudo comprobarse que la ausencia de SMa0941 no tuvo
ningun efecto sobre la transferencia de pSymA desde una cepa silvestre o desde un mutante
RctA". Tampoco pudo observasrse ninglin tipo de efecto por la sobreexpresion de los genes
SMa0939-SMa0940. Asi pues, la unica relacion del gen SMa0941 con el proceso de
transferencia conjugativa, constatada hasta el momento, es que su expresion se encuentra
elevada cuando se dan condiciones para la transferencia de pSymA, esto es, en mutantes rctA
o cuando SmrctB se encuentra sobreexpresado.

Por su parte, el gen SMa0907, cuya expresion se vid aumentada cuando se
sobreexpresaba el gen SmrctB, codifica para una hipotética proteina que posee un dominio

DUF1173 (http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF06666) de funcién desconocida, caracterizado

por la presencia de tres residuos cisteina conservados en el extremo N-terminal. Diversas
proteinas hipotéticas homologas al producto de SMa0907 se encuentran muy conservadas en
muchas proteobacterias, incluidos rizobios, como es el caso de RHE PDO00156 del plasmido
simbidtico de R. etli CFN42, localizado muy proximo a los genes vir implicados en la
transferencia conjugativa de dicho plasmido. Se observé que en un mutante en el gen
SMa0907 la tasa de transferencia promovida por la sobreexpresion de SmrctB disminuye un
orden de magnitud, lo que sugiere que aunque no es un gen imprescindible para la
transferencia, podria ser importante para la eficiencia del sistema.

Seguramente existen varios genes mas implicados en la regulacion y eficiencia de la

transferencia de pSymA (e indirectamente de pSymB) de S. meliloti 1021. La dificultad de
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identificarlos en algunos casos estriba en que, dado que se trata de un sistema que
normalmente se encuentra reprimido, hasta el momento para poder observar la transferencia
de estos plasmidos es necesario alterar primero su regulacion. Esto implica una alteracion del
sistema que, como se ha discutido anteriormente para los genes SMa0953/50 y SMa0956-
SMa0958-SMa0959, puede llevar a enmascarar la importancia de otros elementos
participantes. Esta labor identificativa se vera facilitada cuando sea posible cuantificar la
transferencia de estos plasmidos sin necesidad de modificar genéticamente a las bacterias
donadoras. Para ello serda muy importante identificar primero las condiciones ambientales,
sefales quimicas o de otro tipo que promueven la desrrepresion de este sistema conjugativo.
La identificacion de varios de los componentes importantes del sistema de transduccion de
sefiales que participan en dicha desrrepresion, supone un paso importante hacia la futura
busqueda e identificacion de dichas sefiales. Queda también abierta la cuestion de si en otros
plasmidos de tipo RctA, como el pSym de R. etli, existe un sistema de transduccion de sefiales
analogo al identificado en esta tesis, y si en todo caso las diferencias observadas con el
pSymA de S. meliloti pueden significar que ambos plasmidos activan sus funciones

conjugativas en respuesta a diferentes o similares sefiales y condiciones ambientales.
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ANEXO CAPITULO 11






Anexo 2.1. Construccién de pTE3-SmrctB

Para obtener la construccion pTE3-SmrctB, el gen SMa0974 (SmrctB) se amplifico a
partir de ADN genomico de la cepa 1021 de S. meliloti utilizando los cebadores SmrctB.f (5'-
ATAGGATCCACAGGACTCTCAGCC-3") y SmrctB.r (5-
AAAGGATCCCACGCTTGAAACGGC-3") en los que se incluyé la secuencia de
reconocimiento del enzima BamHI (region que aparece subrayada en la secuencia de los
cebadores) para facilitar un clonaje posterior. El correspondiente producto de amplificacion
de 430 pb se cloné en el vector TOPO® XL PCR dando lugar al plasmido TOPO-SmrctB.
Tras comprobar mediante secuenciacion la ausencia de errores que pudieran haber sido
introducidos por la polimerasa, el inserto de TOPO-SmrctB se aislo tras someter el plasmido a
digestion BamHI y se subclond en el vector pTE3 previamente digerido con la misma enzima
de restriccion. El plasmido resultante, pTE3-SmrctB, previa introduccion por transformacion
a la cepa movilizadora de E. coli S17.1, se transfirid por conjugacion a la cepa 1021. Los
transconjugantes se seleccionaron en MM adicionado de Sm y Tc, y se comprobaron

mediante andlisis de su ADN plasmidico.

SMag969 smMags7z SMa0B74 sma0976 SMa0977
Wild-typa
Amplificar de ADN gendmico
¥ clanar en TOPO® XL PCR
BamHI BamHlL
TOPO-SmrctB
BamHl
TOPC® XL PCR
P
Ligacién TOPQ-Smsct8/BamH] pTE3
con pTE3/BamHl
SMa0974
BamHi BamHAl
PTE3-SmrciB ! ! l
pTE3

1 Kb
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Anexo 2.2. Construccién de pTE3-0941y pTE3-0939/41

Para obtener la construccion pTE3-0941, el gen SMa0941 se amplificoé a partir de
ADN genomico de la cepa 1021 de S. meliloti utilizando los cebadores SMa0941f (5°-
ATGGATCCCAGCACTGGAAAGG-3") y SMa0941r (5- ATGGATCC
TATGCGGGTAGACC -3"), en los que se incluy6 la secuencia de reconocimiento del enzima
de restriccion BamHI (region que aparece subrayada en la secuencia de los cebadores) para
facilitar un clonaje posterior.

Para la obtencion de la pTE3-0939-41, los genes SMa0939, SMa0940 y SMa0941 se
amplificaron a partir de ADN genomico de la cepa 1021 de S. meliloti utilizando los
cebadores SMa0939-41.F (5’-AGGGCAACCGACGAAGTA-3’) y SMa0939-41.R (5’-
TTTCTTCTCCCTGATTGC-3").

Los correspondientes productos de amplificacion de 431 pb y 3,33 Kb se intentaron
clonar en distintos vectores de clonacion (pGEM-T easy, TOPO® XL PCR) sin resultado

alguno.

Anexo 2.3. Construccion de pTE3-0939-40

Para obtener la construccion pTE3-0939-40, los genes SMa0939 y SMa0940 se
amplificaron a partir de ADN gendémico de la cepa 1021 de S. meliloti utilizando los
cebadores SMa0939-40f (5’-ATGGATCCAGAAGCGTTCCTCG-3) y SMa0939-40r (5°-
ATGGATCCACGAATGTGAAGGC-3’) en los que se incluyo la secuencia de reconociendo
del enzima de restriccion BamHI (region que aparece subrayada en la secuencia de los
cebadores) para facilitar un clonaje posterior. El correspondiente producto de amplificacion
de 2,58 Kb se clon6 en el vector pGEM-T easy dando lugar a pGEMT-0939-40. Tras
comprobar mediante secuenciacién la ausencia de errores que pudieran haber sido
introducidos por la polimerasa, el inserto de pGEMT-0939-40 se aislo tras someter el
plasmido a digestion BamHI y se subclond en el vector pTE3 previamente digerido con la
misma enzima de restriccion. El plasmido resultante, pTE3-0939-40, previa introduccion por
transformacion a la cepa movilizadora de E. coli S17.1, se transfirid por conjugacion a las
cepas 100TSS y 1021RctA". Los transconjugantes se seleccionaron en MM adicionado de

Sm, Spc y Tc, y se comprobaron mediante analisis de su ADN plasmidico.
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SMab937 SM20939 SMa0940 5Ma0941 SMz20943

Wild-type

¥ clonar en TOPO® XL PCR

Bam#l BamHl
PGEMT-0930-40 m

Amplificar de ADN genémico I

S 4
pGEM-T sasy BamHL
plip
Ligacibn pGEMT-0930-40/BamHI pTE3

con pTE3/BamHL

SMa0939-40

BamHL BamHL

pTE3-0939-40

|

pTE3
1Kb

Anexo 2.4. Construccion de un mutante en el gen SMa0941 de S. meliloti 1021

Para obtener una version delecionada de SMa0941 en primer lugar se obtuvieron
mediante PCR y usando ADN genémico de la cepa S. meliloti 1021 dos productos: utilizando
los cebadores ASMa(0941.1 (5~ AAAAAGCTT ATCGAGTCCTACTCATCTGG-3’,
HindIIl) y ASMa0941.2 (5’- GCAGCAATCAACGACCTCAAACCACAGG-3’) se obtuvo el
producto P1 de 744 pb que contiene secuencias adyacente al extremo 5" del gen SMa0941;
con los cebadores ASMa0941.3 (5’- CCTGTGGTTTGAGGTCGTTGATTGCTGC-3’) y
ASMa0941.4 (5’-AAAAAGCTTTGAGGTGATAGAGATTGCCG-3’, HindIII) se obtuvo el
producto P2 de 808 pb que contiene la secuencia adyacente al extremo 3" del gen SMa0941. A
continuacién, en una nueva reaccion de PCR en la que se us6 como ADN molde los
fragmentos P1 y P2 y los cebadores ASMa(0941.1 y ASMa(0941.4, se obtuvo un producto de
fusiéon de 1,55 Kb en el que el gen SMa0941 de 384 pb ha sufrido una delecion de 240 pb. El
producto de PCR generado de 1,55 Kb se cloné en TOPO® XL PCR dando lugar al plasmido
TOPO-A0941. La secuenciacion del inserto de este plasmido con los oligos Universal y
Reverso permitié comprobar que no existian alteraciones en la secuencia resultado de errores
de la polimerasa. Utilizando los sitios HindIII incluidos en los cebadores empleados para la
amplificacion de la version delecionada, el inserto de 1,55 Kb se subclono en el vector suicida

pK18mobsacB digerido HindIIl. La construccion resultante se denomind pK18-A0941 que se
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transfiridé por conjugacion biparental a las cepas de S. meliloti: 100TSS y 1021RctA™ para la
obtencion de mutantes en el gen SMa0941 mediante intercambio alélico. Al tratarse de un
vector suicida, este plasmido no pude replicarse en el fondo genético de Rhizobium, propiedad
que permite seleccionar transconjugantes Km sensibles en los que se habrad producido el
correspondiente intercambio alélico. El vector pK18mobsacB permite una seleccion adicional
basada en la sensibilidad a sacarosa que confiere la presencia de gen sacB (Schéfer et al.

1994).

SMa0939 SMaggsp SMa0941  cppa0943 SMag945
Wild-type
Amplificar dos fragmentos
del ADN genémico
HindllI p1 p2 Hindll
Amplificar un fragmento utllizande
como melde los fragmentos P1 y P2;
clonar en TOPO® XL PCR
TOPO-ADD41
HindlIl
TOPO® XL PCR
Ligacion TOPO-A0941/HindIIL pK18mobsach
con pK18maobsacB/Hindl L /
Hind1 ASMa0941 oy
pK18-A0941

pKi8mabsacs

1Kb

La mutacion se verifico en los correspondientes transconjugantes mediante hibridacion
de su ADN genémico digerido con Pstl utilizando como sonda la region amplificada P1 de
744 pb marcada con digoxigenina. En las cepas que contienen la version intacta de SMa0941,
la sonda hibrida en dos fragmentos Pstl de 730 pb y 162 pb, mientras que en los mutantes los

fragmentos Pstl son de 476 pb y 162 pb por efecto de la delecion de 254 pb.
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Anexo 2.5. Construccién de pTE3-0907

Para obtener la construcciéon pTE3-0907, el gen SMa0907 se amplific6 a partir de
ADN gendmico de la cepa 1021 de S. meliloti utilizando los cebadores SMa0907.f (5'-
TTTGGATCCAAGGATAGATGCCAAGAGCC-3") y SMa0907.r (5'-
TTTGGATCCGTGTTCTTATCGTCTCGCCC-3") en los que se incluyd la secuencia de
reconocimiento del enzima BamHI (region que aparece subrayada en la secuencia de los
cebadores) para facilitar un clonaje posterior. El correspondiente producto de amplificacion
de 1,33 Kb se clono en el vector pGEM-T easy dando lugar al plasmido pGEMT-0907. Tras
comprobar mediante secuenciacién la ausencia de errores que pudieran haber sido
introducidos por la polimerasa, el inserto de pGEMT-0907 se aisl6 tras someter el pldsmido a
digestion BamHI y se subclond en el vector pTE3 previamente digerido con la misma enzima

de restriccion.

Wild-typa
Amplificar de ADN gendmico
y clonar en pGEM-T easy
BamHL BamH1
pGEMT-0007
PGEM-T aasy BamHl
pap
Ligacibn pGBEMT-0907/8amHI pTE3
con pTE3/BamHI
BamHl SMa0907 BamH1
e (—
pTE3

1Kb

El pldsmido resultante, pTE3-0907, previa introduccion por transformacion a la cepa
movilizadora de E. coli S17.1, se transfiri6 por conjugacion a la cepa 1021. Los
transconjugantes se seleccionaron en MM adicionado de Sm y Tc, y se comprobaron

mediante andlisis de su ADN plasmidico.
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Anexo 2.6. Construccién de un mutante en el gen SMa0907 de S. meliloti 1021

Para la construccion de este mutante se digirio el plasmido pGEMT-0907 (Anexo 2.5)
con la enzima de restriccion HindIII y se ligd con un gen de resistencia a Km que se obtuvo a
partir de la digestion con HindIII del vector pHP45Q, obteniéndose el plasmido pGEMT-
0907Km. Este plasmido fue digerido con ECORI y el fragmento de 3,63 Kb se subcloné en el
plasmido suicida pSUP202 digerido con ECORI. El plasmido resultante p202-0907Km, previa
introduccion por transformacion a la cepa movilizadora de E. coli S17.1, se transfirié por

conjugacion a la cepa 1021, obteniéndose el mutante 1021SMa0907.

HindlIL
BamHL BamHL
ot (G
pGEM-T easy
HindIII KmR HindIlI
Ligacién pGEMT-0907/HindII1
con pHP45QKm/HindII1
pHP450Km

BamHL Hindll HindIl1 BamHl

pGEMT-0907Km

pGEM-T easy EcoRI

Ligacibn pGEMT-0907Km/EcoRI

con pSUP202/EcoR] /

p202-0907Km

pSupPzoz

1 Kb

La mutacion se verifico en los correspondientes transconjugantes mediante hibridacion
de su ADN genomico digerido con ECORI utilizando como sonda el plasmido p202—-0907Km
digerida con EcORI marcada con digoxigenina. En las cepas que contienen la version intacta
del gen SMa0907, la sonda hibrida con un fragmento ECORI de unas 10 Kb, mientras que en
los mutantes pasa a ser de 12,3 Kb por efecto de la insercion del gen de resistencia a Km de

2,3 Kb.
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Anexo 2.7. Construccion de un mutante en el gen SMa0955 (rctR) de S. meliloti 1021

Para la construccion de este mutante se amplificd, a partir del ADN gendmico de la
cepa parental S. meliloti 1021, un fragmento de 3,275 pb que contenia el gen SMa0955 (rctR),
mediante el uso de los cebadores rctRmut. 1 (5'-
TTTAAGCTTTGTCGAACCGATGAACACCG-3") y rctRmut.2 (5'-
TTTAAGCTTATAGGGTAGAAGAATGCCCG-3") en los que se incluyd la secuencia de
reconocimiento del enzima HindIIl (region que aparece subrayada en la secuencia de los
cebadores) para facilitar un clonaje posterior. El producto de PCR generado se clond en el
vector pGEMT-easy dando lugar al pldsmido pGEMT-rctRmut. Posteriormente, un
fragmento BgIII/ECORV de 619 pb que incluia gran parte del gen rctR, se sustituyo por un gen
de resistencia a Sm/Spc que se obtuvo a partir del vector pHP45Q, digiriendo Smal y
purificando la banda correspondiente al gen de resistencia. De este modo se obtuvo la
construccion pGEMT-rctRmutSS que se utilizd para recuperar el inserto mediante digestion
EcoRI. El fragmento de ADN aislado se subclon6 en el plasmido suicida pSUP202 digerido
también con ECORI. La construccion resultante p202—rctRmutSS, previa introduccién por
transformacion a la cepa movilizadora de E. coli S17.1, se transfirié por conjugacion a la cepa
1021, obteniéndose el mutante 1021RctR".

La mutacion se verificd en los transconjugantes obtenidos mediante hibridacion de su
ADN gendémico digerido con ECORI utilizando como sonda el plasmido p202-rctRmutSS
marcado con digoxigenina. La sonda hibrida con dos fragmentos de 7,09 Kb y 1,8 Kb del
genoma de S. meliloti 1021, y en los mutantes pasa a hibridar en un solo fragmento ECORI de
8,89 Kb por efecto de la delecion de 619 pb del gen rctR e insercion del gen de resistencia a
Sm/Spc.
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Wild-type

Amplificar de ADN genémico
y clonar en pGEM-T easy

Bgll EceRM
Hindil HindII1

EMT-rciR
PG mut o

PGEM-T easy

Ligacidén  pGEMT-retRmut/Bglll-
FcoRV (extremos romos) con

pHP450/Smal
PGEMT-rctRmutSS
HindlIl SMMOES::SSpcR - Hindlll
ECORIk g ] jRaRI
pSEM-T easy EcoRI
Ligaciobn pGEMT-retRmutS5/EcoRl
con pSUP202/EcoRI /
Ecorl
pP202-rciRmutSS ' i
pSUP202 1 Kb

Anexo 2.8. Construccién de pJB3-rctR

Para obtener la construccion pJB3-rctR, el gen SMa0955 (rctR) se amplifico a partir de
ADN genémico de la cepa 1021 de S. meliloti utilizando los cebadores rctR.f  (5-
AAACCCGGGGCTGCTGGACGCTCTTCG-3") y rctRur (5-
AAACCCGGGTAGATGCTTGGACCTACTG-3") en los que se incluyo la secuencia de
reconocimiento del enzima Smal (region que aparece subrayada en la secuencia de los
cebadores) para facilitar un clonaje posterior. El correspondiente producto de amplificacion
de 1,12 Kb se clond en el vector TOPO® XL PCR dando lugar al plasmido TOPO-rctR. Tras
comprobar mediante secuenciacién la ausencia de errores que pudieran haber sido
introducidos por la polimerasa, el inserto de TOPO-ICtR se aisld tras someter el plasmido a
digestion HindIII/Pstl y se subcloné en el vector pJB3Tcl9 previamente digerido con la

misma enzima de restriccion.
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SMa0955

SMa0952 SMa0o53

Wild-type

Amplificar de ADN gendmico

¥ clonar en TOPQ® XL PCR l

Smal Smal
ropo-cin >

TOFO® XL PCR HindlIl Pt
) paczZ
Ligacidn TOPO-rctR/HindI[-Pstl
con pIB3Tct9/HindlII-Pst] pIB3TelS
. SMa0955
Hindill Pstl
o -
pIB3TC19

1kKb

El plasmido resultante, pJB3-rctR, previa introduccion por transformacion a la cepa
movilizadora de E. coli S17.1, se transfiri6 por conjugacion a la cepa 1021RctR". Los
transconjugantes se seleccionaron en MM adicionado de Sm, Spc y Tc, y se comprobaron

mediante analisis de su ADN plasmidico.

Anexo 2.9. Construccion de un mutante en el gen SMa0974 (SmrctB) de S. meliloti 1021
Para la construccion de este mutante se amplifico, a partir del ADN gendmico de la
cepa parental S. meliloti 1021, un fragmento de 2,88 Kb que contenia el gen SMa0974
(SmrctB), mediante el uso de los cebadores rctB.f.up (5°-
AATTCTAGAAGTTCGGCGACAAACG-3) y rctB.r.down (5°-
AATTCTAGATTGATCACCATGTCGC- 3’) en los que se incluyd la secuencia de
reconocimiento de la enzima Xbal (region que aparece subrayada en la secuencia de los
cebadores) para facilitar un clonaje posterior. El producto de PCR generado se clond en el
vector TOPO® XL PCR dando lugar al plasmido TOPO-rctB, que se digirié posteriormente
con BglIl y se inserto el gen aacC1 (Gentamicina, Gm") digerido con BamHI, obteniéndose la
construccion pTOPO-rctB::Gm. Este plasmido fue digerido con ECORI y el fragmento Gm®
de 2,93 Kb, que contiene el gen SmrctB interrumpido con un gen de resistencia a Gm, se
subclon6 en el plasmido suicida pSUP202 digerido también con ECORI. El plasmido

resultante p202—rctB::Gm, previa introduccion por transformacion a la cepa movilizadora de
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E. coli S17.1, se transfirid por conjugacion a la cepa 1021RctR’, obteniéndose el mutante

1021RctRQI.

SMa0959 SMa@972 SMa0974 sM30976 SMa0977 ntrR2
Wild-type N i
Amplificar de ADN gendmico
y clonar en TOPO® XL PCR
1L
Xhatl N &g Xhal
pTOPO-rciB :
TQPO® XL PCR BamH BemH|
Ligacién pTOPQ-ratB/Bglll
con pMS255/BamHI
pTOPO-rciB::Gm
Ligacién pTOPQO-rct8::Gm/EcoRl
con pSUP202/EcoR]
p202-rctB::Gm

1Kb

P5UP202

La mutacion se verifico en los correspondientes transconjugantes mediante hibridacion
de su ADN genomico digerido con Pstl utilizando como sonda el plasmido pSUP202-
rctB::Gm digerida con ECORI marcada con digoxigenina. En las cepas que contienen la
version intacta del gen SmrctB, la sonda hibrida con un fragmento Pstl de unas 1,199 pb,
mientras que en los mutantes pasa a ser de 2,19 Kb por efecto de la insercion del gen de

resistencia a Gm de 994 pb.

Anexo 2.10. Construccion de un mutante en el oper6n SMa0950-SMa0951-SMa0952-
SMa0953 de S. meliloti 1021, por delecion mediante PCR solapante.
La version delecionada de los distintos genes se han obtenido fusionando, mediante

reaccion de PCR, dos amplicones solapantes, correspondientes al ADN que flanquea a

182



izquierda y derecha la delecion, metodologia basada en Ho y colaboradores (1989) y Griffits y
colaboradores (2008) (ver Material y Métodos).

Para obtener una version delecionada (4,4 Kb) del operon SMa0950- SMa0951-

SMa0952-SMa0953 en primer lugar se obtuvieron mediante PCR y usando ADN genémico de
la cepa 1021 de S. meliloti dos productos: utilizando los cebadores attAopl (5'-
AAAAGATCTTCGCATCAACGACTACTAGC-3", Bglll) y attAop2 (5'-
CGTGTCCCACATATACCGTTTGCTCAGC-3") se obtuvo un fragmento (P1) de 978 pb
que contiene la secuencia adyacente al extremo 5" del gen SMa0953; con los cebadores
attAop3 (5'-GCTGAGCAAACGGTATATGTGGGACACG-3") y attAop4 (5'-
AAAAGATCTCAACCTTATCGACGACAAGG-3’, Bglll) se obtuvo un fragmento (P2) de
911 pb que contiene la secuencia adyacente al extremo 3" del gen SMa0950. A continuacion,
en una nueva reaccion de PCR en la que se us6 como ADN molde los fragmentos P1 y P2 y
los cebadores attAopl y attAop4, se obtuvo un producto de fusion de 1,88 Kb en el que se ha
producido la delecion del operon SMa0950-53.
El producto de PCR generado de 1,88 Kb se cloné en TOPO® XL PCR dando lugar al
plasmido TOPO-A0950-53. La secuenciacion del inserto de este plasmido con los oligos
Universal y Reverso permitié comprobar que no existian alteraciones en la secuencia
resultado de errores de la polimerasa. Utilizando los sitios BgIII incluidos en los cebadores
empleados para la amplificacion de la version delecionada, el inserto de 1,88 Kb se subclono
en el vector suicida pK18mobsacB digerido con BamHI. La construccion resultante se
denominé pK18-A0950-53 que se transfiridé por conjugacion biparental a las cepas 100TSS y
1021RctR’, obteniéndose los mutantes 10210TSSQ3 y 1021RctRQ3, respectivamente. Los
eventos de reemplazamiento alélico en el operon SMa0950-53 se seleccionaron como se ha
descrito para los mutantes SMa0941 y SMa0956-59.

La mutacion se verifico en los correspondientes transconjugantes mediante hibridacion
de su ADN gendmico digerido con HindIII utilizando como sonda el fragmento amplificado
P2 de 911 pb marcado con digoxigenina. En las cepas que contienen la version intacta del
operon SMa0950-SMa0951-SMa0952-SMa0953, la sonda hibrida con un fragmento HindIIl
de una 4,65 Kb, mientras que en los mutantes 1020TSSQ3 pasa a ser de 7,18 Kb por efecto
de la delecion de 2,61 Kb y en los mutantes 1021RctRQ3 pasa a ser un fragmento HindIII de
3,62 Kb.
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SMa0950-5Ma0951-5Mal952-5Ma0953

SMae47
Wild-type

Amplificar dos fragmentos
del ADN genémico

Bgillll Pz Pl BgilL
o ——

Amplificar un fragmento utilizando
como molde los fragmentos P1 y P2;
clonar en TOPO® XL PCR

Bgllll Bglll
TOPO-ADO50-53 M
BamHI

TOPO® XL PCR

Ligacién TOPO-A0950-53/Bg/Tl pK18mobsacB

con pKl8mobsacB/BamHI /

ASMa0950-53

BgNIIBamHI Bgllf{BamHI
pK18-A0950-53 M

pKi8mobsacB 1 Kh

Anexo 2.11. Construccion de un mutante en el gen SMa0956 de S. meliloti 1021

Para la construccion de este mutante se digirid el plasmido pGEMT-rctRmut (Anexo
2.2.3) con la enzima de restriccion BamHI y se insertd un gen de resistencia a Km que se
obtuvo a partir del vector pHP45Q, digeriendo BamHI y purificando la banda correspondiente
al gen de resistencia. El plasmido resultante pGEMT-0956Km se digiri6 con ECORI y el
fragmento de 3,817 pb que contenia el gen SMa0956 con el gen de resistencia a Km se
subclono en el plasmido suicida pSUP202 digerido con EcoRI. El plasmido resultante p202-
0956Km, previa introduccion por transformacion a la cepa movilizadora de E. coli S17.1, se
transfirid por conjugacion a la cepa 1021RctR, obteniéndose el mutante 1021RctRQ2.

La mutacion se verificd en los transconjugantes mediante hibridacion de su ADN
gendmico digerido con ECORI utilizando como sonda el vector p202-rctRmutSS digerido con

EcoRlI.

184



SMa0958

Wild-type

Amplificar de ADN genémico
¥ clonar en pGEM-T easy

Bamil

Hindlll ) HindIl1

_

PGEM-T easy

pPGEMT-reiRmut

BamH1 BamHlL

Ligacion pGEMT-ratRmut/BarmHI
con pHP45QKm/BamH1

pHP450Km

PGEMT-0956Km

pPGEM-T easy FcoRI

Ligaclén pGEMT-0956Km/EcoRI
con pSUP202/EcoRI /

pSuP202

p202-0956Km

1 Kb

Anexo 2.12. Construccion de pJB3-SMa0956/59

Para obtener la construccion pJB3-SMa0956/59, los genes SMa0956, SMa0958 y
SMa0959 se amplifico un fragmento de 4,38 Kb a partir de ADN genoémico de la cepa 1021
de S. meliloti, utilizando los cebadores atrBopr.f2 (5'-
AAAAGATCTTTACGGTCTATCGTCTCG-3") y atrBopr.r2 (5'-
AAAAGATCTCAACCAGGACAGCGAGCG-3") en los que se incluyd la secuencia de
reconocimiento del enzima BgIII (region que aparece subrayada en la secuencia de los
cebadores) para facilitar un clonaje posterior. El correspondiente producto de amplificacion
de 4,38 Kb se cloné en el vector TOPO® XL PCR dando lugar al plasmido TOPO-
SMa0956/59. Tras comprobar mediante secuenciacion la ausencia de errores que pudieran
haber sido introducidos por la polimerasa, el inserto de TOPO- SMa0956/59 se aislo tras
someter el plasmido a digestion BglIl y se subclond en el vector pJB3Tc19 previamente
digerido con BamHI. El plasmido resultante, pJB3-SMa0956/59, previa introduccion por

transformacion a la cepa movilizadora de E. coli S17.1, se transfirié por conjugacion a la cepa
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1021RctRQ2. Los transconjugantes se seleccionaron en MM adicionado de Sm, Spc y Tc, y

se comprobaron mediante andlisis de su ADN plasmidico.

SMs0955 SMa09856-SMa0958-SMa0959 SMa0961 SMat964
Wild-type
Ameplificar de ADN genomico ¥y
clonar en TOPO® XL PCR
Bgnt . Bgfil
TOPO-SM20956 /59 E
~_ 4
TOPO® XL PCR
Ligacién pTOPO-
retR{HIndIII-Pstl con
pIB3Tc1SHindIII-Pst]
BgltlfBamHI SMa0956/59 BgfL/BamHI
pJB3-SMa0956/59 :
~N s
RIB3TC1S

1 Kb

Anexo 2.13. Construccién de un mutante en los genes SMa0956, SMa0958 y SMa0959 de
S. meliloti 1021, por delecién mediante PCR solapante.

Para obtener una version delecionada de los genes SMa0956-SMa0958-SMa0959 en
primer lugar se obtuvieron mediante PCR y usando ADN genomico de la cepa 1021 de S.
meliloti  dos  productos:  utilizando los  cebadores atrBC59.1 (5°-
TTTGTTGCGTGGACTTGACG-3’) y atrBC59.2 (5-
CCGAAAGAAGGACGTGAAGCGAAGCAGG-3’) se obtuvo el producto P1 de 696 pb que
contiene la secuencia adyacente al extremo 5" del gen SMa0956; con los cebadores atrBC59.3
(5"-CCTGCTTCGCTTCACGTCCTTCTTTCGG-3") y atrBC59.4 (5°-
CAGTTCGCTCACATCGGAGC-3’) se obtuvo el producto P2 de 692 pb que contiene la
secuencia adyacente al extremo 3" gen SMa0959. A continuacion, en una nueva reaccion de
PCR en la que se us6 como ADN molde los fragmentos P1 y P2 y los cebadores atrBC59.1 y
atrBC59.4, se obtuvo un producto de fusion de 1,38 pb en el que ha habido una delecion de
los genes SMa0956, SMa0958 y SMa0959. El producto de PCR generado de 1,38 Kb se clono
en TOPO® XL PCR dando lugar al plasmido TOPO-A0956-59. La secuenciacion del inserto

de este plasmido con los oligos Universal y Reverso permiti6 comprobar que no existian
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alteraciones en la secuencia resultado de errores de la polimerasa. La construcciéon TOPO-

A0956-59 se utilizo para recuperar el inserto ECORI.

SMa0956-5Ma0958-5Ma095%

SMa0955 SMa@961 SMa0964 SMa0s67

Wild-type Amplificar dos fragmentos del
ADN gendmico

_— -

Amplificar un fragmento utilizando l

como molde los fragmentos P1 v
P2; clonar en TOPO® XL PCR

ToPO-30956-5 et R
TOPO® XL PCR EcoRI
Ligaclén TOPO-A0956-59/EcoR1 pK18mobsacs

con pK18mobsacB/EcoR1 /

e (—— §

pKi8mobsacB

1 Kb

El fragmento de ADN aislado se clond en el vector pK18mobsacB y la nueva
construccion se denomind pK18-A0956-59, que se utilizo6 para la obtencion de un mutante
delecionado en los genes SMa0956, SMa0958 y SMa0959 mediante intercambio alélico. Al
tratarse de un vector suicida, este plasmido no pude replicarse en el fondo genético de
Rhizobium, propiedad que permite seleccionar transconjugantes Km sensibles en los que se
habra producido el correspondiente intercambio alélico. El vector pK18mobsacB permite una
seleccion adicional basada en la sensibilidad a sacarosa que confiere la presencia de gen sacB.

La mutacion se verifico en los correspondientes transconjugantes mediante hibridacion
de su ADN genomico digerido con BamHI utilizando como sonda el fragmento amplificado
P2 de 692 pb marcado con digoxigenina. En las cepas que contienen la version intacta de los
genes SMa0956, SMa0958 y SMa0959, la sonda hibrida con un fragmento BamHI de unas

5,2 Kb, mientras que en los mutantes pasa a ser de 2,5 Kb por efecto de la delecion de 2,7 Kb.
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Anexo 2.14. Construccién de un mutante en el gen SMa0961 de S. meliloti 1021, por
delecion mediante PCR solapante.

Para obtener una version delecionada del gen SMa0961 (rctC) en primer lugar se
obtuvieron mediante PCR y usando ADN genémico de la cepa 1021 de S. meliloti dos
productos: utilizando los cebadores ASMa0961.1 (5°-
AAAGGATCCCCCATCAATGTTGAAAGCG-3’, BamHI) 'y ASMa09%61.2  (5°-
CGGATAACATCAGGCGAGAATGTACTCG-3’) se obtuvo el producto P1 de 745 pb que
contiene la secuencia adyacente al extremo 5  del gen SMa0961; con los cebadores
ASMa0961.3  (5’-CGAGTACATTCTCGCCTGATGTTATCCG-3’) y ASMa(0961.4 (5’-
AAAGGATCCGCATCAATATGTAGCGTGG-3’, BamHI) se obtuvo el producto P2 de 718
pb que contiene la secuencia adyacente al extremo 3" del gen SMa0961. A continuacion, en
una nueva reaccion de PCR en la que se us6 como ADN molde los fragmentos P1 y P2 y los
cebadores ASMa0961.1 y ASMa0961.4, se obtuvo un producto de fusion de 1,4 Kb en el que
el gen SMa0961 de 723 pb ha sufrido una delecion de 560 pb. El producto de PCR generado
de 1,4 Kb se cloné6 en TOPO® XL PCR dando lugar al plasmido TOPO-0961. La
secuenciacion del inserto de este pldsmido con los oligos Universal y Reverso permitio
comprobar que no existian alteraciones en la secuencia resultado de errores de la polimerasa.
Utilizando los sitios BamHI incluidos en los cebadores empleados para la amplificacion de la
version delecionada, el inserto de 1,4 Kb se subclond en el vector suicida pK18mobsacB
digerido BamHI. La construccion resultante se denomind pK18-0961 que se transfiridé por
conjugacion biparental a las cepas 100TSS y 1021RctR’, obteniéndose los mutantes
100TSSQ4 y 1021RctRQ4. Los eventos de reemplazamiento alélico en el gen SMa0961 se
seleccionaron como se ha descrito para los mutantes SMa0941 y SMa0956/59.

La mutacion se verifico en los correspondientes transconjugantes mediante hibridacion
de su ADN genomico digerido con ECORI utilizando como sonda la region amplificada P2 de
718 pb marcada con digoxigenina. En las cepas que contienen la version intacta de SMa0961,
la sonda hibrida con un fragmento ECORI de unas 1,24 Kb, mientras que en los mutantes pasa

a ser de 1,15 kb por efecto de la delecion de 560 pb.
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SMa0958 SMa0959 SMa0961 SM20964 SMa0967  SMa0969 SMa0972

Wild-type

Amplificar dos fragmentos del
ADN genémico

BamHI P1

. P2 BamHl

como molde los fragmentos P1 y

Amplificar un fragmento utllizando
P2; clonar en TOPO® XL PCR

BamHl

TOPO-AD9G61

BamHL
TOPO® XL PCR

Ligacién TOPQ-A0S56-59/EcoRl
con pK18mobsacB/EcoRI

amHL
pK18-A0961

pK18maobsacd 1 Kb

Anexo 2.15. Construccion de pTE3-0961

Para obtener la construccion pTE3-0961, el gen SMa0961 se amplificd a partir de
ADN genomico de la cepa 1021 de S. meliloti utilizando los cebadores 0961exp.F (5'-
AAAGGATCCGGTGAACCTGAAGAAGTAGC-3") y 096lexp.R (5'-
AAAGGATCCTGGTTTGAGGTATTCCTACG-3") en los que se incluyo la secuencia de
reconocimiento del enzima BamHI (region que aparece subrayada en la secuencia de los
cebadores) para facilitar un clonaje posterior. El correspondiente producto de amplificacion
de 943 pb se cloné en el vector TOPO® XL PCR dando lugar al plasmido TOPO-0961. Tras
comprobar mediante secuenciaciéon la ausencia de errores que pudieran haber sido
introducidos por la polimerasa, el inserto de TOPO-0961 se aisl6 tras someter el plasmido a
digestion BamHI y se subclond en el vector pTE3 previamente digerido con la misma enzima
de restriccion. El plasmido resultante, pTE3-0961, previa introduccion por transformacion a la
cepa movilizadora de E. coli S17.1, se transfiri6 por conjugacion a la cepa 100TSS y
1021RctRQ2. Los transconjugantes se seleccionaron en MM adicionado de Sm, Spc y Tc, y

se comprobaron mediante analisis de su ADN plasmidico.
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Wild-type

TOPO-0961

pTE3-0961

190

5Ma0958 SMaoose SMADV6L spranocs sMags7  SMa0959

Amplificar de ADN genémico
¥ clanar en TOPO® XL PCR

BamHL . BamHI

A BamH1L

TOPO® XL PCR

Ligacibn  TOPO-0961/BamHl pTE3

con pTE3/Bamil /

BamHlL 61 . BamHl

pTE3

1Kb



Anexo 2.16. Lista de genes diferencialmente expresados en un mutante 1021RctA™ vs. 1021

Genes Descripcion Valor de M"
SMa0095 putativa aminopeptidasa -0.9408
SMa0101 hipotética proteina conservada -1.0656
SMa0104 proteina de unién a soluto de putativo transportados ABC -0.9819
SMa0252 hipotética proteina conservada -1.0108
SMa0695 ArcB ArcB ornitina carbamoyl transferasa -1.0823
SMa0930 probable proteina de transferencia conjugativa traC 1.2318
SMa0933 probable proteina de transferencia conjugativa traC 2.0619
SMa0941 hipotética proteina 1.4096
SMal050 hipotética proteina -1.0864
SMal057 hipotética proteina conservada -0.9069
SMal077 proteina conservada inducida simbidticamente Nex18 -1.3782
SMal078 hipotética proteina conservada -1.0111
SMa1081 hipotética proteina -0.9180
SMal097 hipotética proteina -0.9019
SMal259 hipotética proteina -1.0223
SMal1311 proteina de secrecion tipo IV VirB6 1.2674
SMal313 proteina de secrecion tipo IV VirB5 1.4891
SMal315 proteina de secrecion tipo IV VirB4 1.7512
SMal318 proteina de secrecion tipo IV VirB3 2.4610
SMal319 proteina de secrecion tipo IV VirB2 1.0086
SMal321 proteina de secrecion tipo IV VirB1 2.8453
SMal1322 hipotética proteina 1.7293
SMal1323 hipotética proteina -0.9632
SMb20264 putativa proteina permeasa de transportador de aminoacidos ABC -0.9408
SMb20284 putativa proteina de union a espermidina/putrescina de transportador
periplasmico tipo ABC -0.9428
SMb20647 hipotética proteina 3.0355
SMb20941 ExsA msba-like proteina de exportacion de azucares tipo ABC 1.7248
SMb21182 putativa proteina conservada anclada a la membrana -0.9133
SMb21197 OppB proteina permeasa de absorcion de oligopéptidos ABC -1.2121
SMb21198 OppC proteina permeasa de absorcion de oligopéptidos ABC -0.9722
SMb21284 putativa proteina enzimatica similar a uricasa -1.1187
SMc00094 BetB proteina betain aldehido dehidrogenasa BADH oxidoreductasa  -0.9483
SMc00198 hipotética proteina desconocida 1.1666
SMc00335 RpsA proteina ribosémica S1 30s -0.9764
SMc00364 RplT probable proteina ribosomica L20 50s 1.1186
SMc00409 hipotética proteina de péptido sefial 1.5375
SMc00485 RpsD probable proteina ribosémica S4 30s 1.0971
SMc00567 RpsR putative proteina ribosomica S18 30s 1.3759
SMc00821 hipotética proteina 0.9345
SMc00965 hipotética proteina conservada -1.1990
SMc01152 RpsT proteina ribosdémica S20 30s 1.0937
SMc01299 RpIN probable proteina ribosomica L14 50s 1.0633
SMc01323 putativa subunidad transmembrana preproteina translocasa SecE 0.9986
SMc01369 RpmG probable proteina ribosémica L33 50s 0.9421
SMc01535 hipotética proteina -0.9236
SMc01557 hipotética proteina de péptido sefial 0.9337
SMc01586 hipotética proteina transmembrana 0.9075
SMc01815 putativa proteina oxidoreductasa de sulfuro de hierro -1.3971
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Genes Descripcion Valor de M”

SMc02049 GcevP probable proteina glicina deshidrogenasa descarboxilasa -0.9263
SMc02120 AapM proteina permeasa de transporte general L-aminoacidos ABC  -1.0864
SMc02156 hipotética proteina conservada -1.2019
SMc02181 PutA proteina bifuncional prolina deshidrogenasa -1.0306
SMc02227 FadB putativa alfa subunidad del complejo de oxidacion de grasas -0.9136
SMc02228 FadA putativa proteina acetil coA aciltransferasa -1.3780
SMc02229 putativa proteina acil coA deshidrogenasa -1.3860
SMc02266 hipotética proteina conservada 1.0815
SMc02352 putativa proteina glutamina sintetasa -1.0373
SMc02356 putativa proteina periplasmica de union a aminoacidos

de cadena ramificada de transportador tipo ABC -1.0433
SMc02389 hipotética proteina desconocida transmembrana 1.2272
SMc02507 SitC putativa proteina de transporte de hierro de

transportador de membrana tipo ABC -1.3509
SMc02508 SitB putativa proteina de unién a ATP de

transportador de membrana tipo ABC -1.4914
SMc02509 SitA putativa proteina de union a hierro periplasmida de

transportador de membrana tipo ABC -1.0449
SMc02551 CysS probable proteina cisteinil ARNt sintetasa 1.0367
SMc02689 probable aldehido deshidrogenasa -1.0528
SMc02707 hipotética proteina conservada 1.3390
SMc02718 hipotética proteina desconocida 1.0376
SMc02897 putativa proteina transmembrana citocromo c 0.9980
SMc03061 AglE proteina periplasmica de transportador ABC

de uniodn a alfa glucosidos -0.9849
SMc03132 OrdL3 putativa proteina oxidoreductasa -1.2326
SMc03133 putativa proteina permeasa de transporte de aminoacidos ABC -0.9287
SMc03139 hipotética proteina conservada -1.6977
SMc03770 RplU probable proteina ribosomica L21 50s 1.7350
SMc03772 RpmA probable proteina ribosomica L27 50s 1.6499
SMc03773 hipotética proteina conservada 1.9328
SMc03858 PheAa putativa corismato mutasa 1.0313
SMc04009 hipotética proteina conservada 1.0152
SMc04164 hipotética proteina 1.2946
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CONCLUSIONES






1.- El plaésmido pSymB de Sinorhizobium meliloti 1201 es un plasmido movilizable por
conjugacion. Dicha movilizacion es dependiente de funciones conjugativas, como el sistema

de secrecion de tipo 1V, codificadas en el pSymA de la misma cepa.

2.- Ambos megaplasmidos, pSymA y pSymB de Sinorhizobium meliloti 1021, poseen sendos
oriTs y relaxasas (TraAl y TraA2) funcionales. La transcripcion de los genes
correspondientes, traAl y traA2, es reprimida por el regulador transcripcional RctA. Ademas,
dichos genes necesitan situarse en cis con respecto a sus respectivos oriT para que la
eficiencia de transferencia de cada plasmido sea 6ptima.

3.- La transferencia conjugativa del plasmido pSymA de Sinorhizobium meliloti 1021, y por
extension la del pSymB, se encuentra regulada a través de una pareja represor-antirrepresor
codificada por los genes rctA-rctB, de forma similar a la descrita para el plasmido simbidtico
de Rhizobium etli CFN42. En condiciones de cultivo habituales en el laboratorio, la expresion
del gen rctB se encuentra inhibida, lo que permite la accién del represor rctA impidiendo la

conjugacion de dichos plasmidos.

4.- El gen rctR (SMa0955) localizado en el pSymA, codifica para un regulador transcripcional
de la familia GntR que mantiene inhibida la transcripcion del antirrepresor rctB en las
condiciones de cultivo habituales en el laboratorio. RctR no reprime directamente la
transcripcion de rctB, sino que reprime la expresion de otro gen, rctC (SMa0961), el cual es

necesario para la activacion del antirrepresor rctB.

5.- RctR representa un elemento central en la ruta de transduccion de sefiales que promueven
la actividad conjugativa de los plasmidos simbidticos de Sinorhizobium meliloti 1021 en
condiciones naturales. Probablemente, la actividad represora de RctR es modulada a través de
algun compuesto quimico, de naturaleza todavia desconocida, en cuyo transporte vy
procesamiento podria implicar al producto de los genes SMa0950, SMa0951, SMa0952,
SMa0953, SMa0956, SMa0958 y SMa0959.
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6.- La ausencia de los genes rctR y rctC del genoma de R. etli sugiere que distintos plasmidos
RctA podrian regular su transferencia conjugativa en respuesta a sefiales y/o condiciones

ambientales también diferentes.
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