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SUMMARY

Biological Nitrogen Fixation (BNF) is a prokaryotic-exclusive, fundamental
process by which the atmospheric molecular nitrogen is reduced to ammonia and made
accessible to other organisms, particularly plants. Rhizobia are able to carry out BNF
after establishing a symbiotic interaction with legume hosts. Root nodules are the
visible expression of this symbiosis, and represent plant organs where specialized forms
of the bacteria reduce molecular nitrogen at the expense of carbohydrates provided by
the plant.

A permanent exchange of signals between plant and bacteria is necessary for the
establishment of an efficient nitrogen-fixing symbiosis. These signals must be
integrated by the bacteria to modify their lifestyles and coordinate the expression of
essential determinants for colonization of the roots and infection of the nodules. The
second messenger cyclic diguanylate (c-di-GMP) is a key molecule for the transition
between different lifestyles in bacteria. Since rhizobia undergo dramatic changes during
their life cycles, from free-living to intimate interaction with their hosts, and back to
free life, it seems reasonable that the second messenger c-di-GMP could play an
important role in coordination of those changes.

The large number of c-di-GMP metabolizing (for synthesis and degradation)
enzymes encoded in plant-associated bacterial genomes suggests likely functional
redundancies, which usually hinder genetic approaches. Therefore, in a first approach
we evaluated the effects of artificial increases of intracellular c-di-GMP levels in
diverse plant-interacting bacteria, including the phytopathogenic Pseudomonas syringae
pv. tomato DC3000 and several mutualistic rhizobia, Rhizobium etli CFN42, R.
leguminosarum bv. viciae UPM791 and Sinorhizobium meliloti 8530. In all of them,
elevated c-di-GMP contents resulted in reduction of motility, increased production of
exopolysaccharides and enhanced biofilm formation. Regarding the interaction with the
host legumes, we found some differences depending on the type of interaction and the
symbiotic stage concerned. In the three symbiotic relationships evaluated, high c-di-
GMP levels seem to favour the early stages since enhanced attachment to plant roots,
but the symbiotic efficiency was negatively affected in some cases. The most affected

association was the R. etli-P. vulgaris (common bean), and bean plants inoculated with



elevated c-di-GMP R. etli showed decreased number of nodules, less aerial biomass and
reduced nitrogen contents.

The elevation of c-di-GMP intracellular contents was achieved by the
overexpression of the diguanylate cyclase PleD* from Caulobacter crescentus from the
pJBpleD* plasmid (Pérez-Mendoza et al., 2014). However, the low stability of this
pJBpleD* was a serious experimental limitation when a selective pressure for the
plasmid could not be applied, particularly in planta. This prompted us to construct a set
of tools for the stable integration of the pleD* gene into the genomes of plant-
interacting bacteria. The suitability of the new constructions, based on the Tn7
transposon properties, was demonstrated in all the above plant-interacting bacteria. The
mini-Tn7pleD* delivery vehicles allow increases of the intracellular c-di-GMP levels in
a similar way as vector pJBpleD*. However, mini-Tn7 constructs resulted far more
stable in the absence of antibiotic pressure than the plasmid-based pleD* constructs.
This high stability ensures experimental homogeneity in time and space with regard to
enhancing c-di-GMP intracellular levels in bacteria of interest. Furthermore, we have
also implemented a system based on the repressor/inductor Lacl/IPTG, to modulate
pleD* expression and intracellular c-di-GMP rises on demand.

EPS overproduction was one of the strongest and most visible responses to
elevated c-di-GMP in all bacteria. At the time this thesis was started, cellulose was the
only EPS known to be activated by c-di-GMP in rhizobia. We demonstrated that R. etli
produces at least two c-di-GMP regulated EPS, cellulose and the cellulose-like EPS
Mixed-Linkage B-Glucan (MLG), previously reported in S. meliloti (Pérez-Mendoza et
al., 2015). With the help of bacterial mutants, we concluded that both EPS promote red
stained colonies and fluorescence in medium added with the dyes Congo red (CR) and
calcofluor, respectively, at high intracellular c-di-GMP levels. However under our
experimental conditions, cellulose was the main EPS involved in R. etli adhesion to
abiotic (polystyrene) and biotic surfaces (bean root), as well as biofilm formation.

Concerning the interaction with the host plant, overproduction of cellulose and
MLG were not found responsible for the reduced symbiotic efficiency observed in
plants inoculated with high c-di-GMP strains, since mutants lacking both EPS still
formed impaired symbiosis under these conditions. Microscopy studies indicated that

nodules formed by high c-di-GMP bacteria have an altered infection pattern, with a



smaller number of infected cells, which could explain the reduced symbiotic efficiency.
Far from restoring this defect, mutants unable to produce both cellulose and MLG
displayed an even more drastic phenotype, with plant cells distributed in sectors within
the nodule, indicative of altered infection thread growth or ramification. This result
suggests putative roles of cellulose and/or MLG during nodule infection.

The impact of ¢-di-GMP on the transcriptome of R. etli was also investigated with
the use of microarrays. Under the conditions tested, high ¢-di-GMP determined mainly
downregulation of a relatively small number of genes, which did not allow reaching
clear conclusions about additional functions affected by high c-di-GMP levels.

In plant-interacting bacterial genomes, the number of genes encoding putative c-
di-GMP metabolizing enzymes (diguanylate cyclases and phosphodiesterases) is rather
high. This contrasts with the reduced number of predicted c-di-GMP binding proteins,
which suggests that most c-di-GMP effectors are yet to be identified. In order to identify
new c-di-GMP binding proteins in R. etli, we followed a novel chemical proteomics
approach which combines affinity chromatography with a c-di-GMP analogue (2’-
AHC-c-di-GMP) and subsequent mass spectrometry (Diivel et al., 2012). We identified
66 putative c-di-GMP binding proteins. Following a second screening based on putative
protein function and domain composition, nine of those proteins were overexpressed in
E. coli and tested for binding to a c-di-GMP fluorescent analogue (2'-Fluo-AHC-c-di-
GMP). Dgt and GImU proteins both gave positive signals, although they do not harbour
any known c-di-GMP binding motif. To corroborate binding, we used other
methodologies more sensitive and accurate, such as fluorescence polarization (FP).
However, after protein purification Dgt did not show any interaction with the florescent
analogue. GImU interacted specifically with the 2’-Fluo-AHC-c-di-GMP but not with
other nucleotide fluorescent analogues. The Kp value of this interaction was determined
to be 2.37 + 0.32 uM. However, a competition assay with free, unmodified c-di-GMP,
did not result in significant fluorescent signal reduction. Finally, we performed an
isothermal titration calorimetry (ITC) assay for GlmU, which was also inconclusive.
Therefore, despite the many efforts, we were not able to validate GImU as a c-di-GMP
binding protein.

This thesis represents one of the first dedicated studies on c-di-GMP regulation in

rhizobia. Whereas other laboratories have followed mainly genetic approaches (Wang et



al. 2010; Gao et al. 2014; Schéper et al. 2016), here we have used an alternative
approach based on the artificial alteration of c-di-GMP contents and the observation of
phenotypical changes, to discern important processes regulated by this second
messenger. Also different to other groups, we have evidenced that c-di-GMP regulates

important properties of rhizobia for the symbiotic interaction with legumes.
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Introduccién

I. SIMBIOSIS RIZOBIO-LEGUMINOSA

El nitrégeno en su forma molecular (N,) es uno de los elementos mas abundantes

en la atmoésfera, sin embargo, en esta forma es un gas inerte y no utilizable por la
mayoria de seres vivos. Para poder ser incorporado a los sistemas bioldgicos, el N, ha
de ser quimicamente reducido. La fijacion biologica del nitrégeno (FBN) es un proceso
clave en la biosfera, por el que el N, es reducido hasta amonio, asimilable por las
plantas y otros organismos. Solo algunos procariotas y archeas, que poseen la enzima
nitrogenasa, son capaces de fijar el gas N». Se calcula que unos 140 Tg de nitrogeno son
incorporadas anualmente a los sistemas terrestres mediante FBN (Herridge et al., 2008).
Por otra parte, los fertilizantes nitrogenados son fabricados aprovechando la reaccion de
Haber-Bosch, un proceso que reduce el N, a amonio empleando elevadas temperaturas
(500° C) y presiones, por lo que su produccion supone un gran consumo de
combustibles fosiles. Debido a la movilidad y solubilidad de los compuestos
nitrogenados, el empleo masivo de este tipo de fertilizantes constituye un riesgo de
contaminacion y eutrofizacion de rios y acuiferos, ademas de incrementar la
acidificacion global y la pérdida de ozono estratosférico (Olivares et al., 2013). Esto
pone de manifiesto la importancia econémica y ecologica del proceso de FBN, pues
facilita la agricultura sostenible disminuyendo las necesidades de fertilizantes
nitrogenados.

El proceso de FBN es llevado a cabo exclusivamente por procariotas, tanto
Archeas como Eubacterias (Zehr et al., 2003). Los microorganismos fijadores de
nitrogeno se pueden encontrar en vida libre, asociados a plantas o estableciendo
interacciones mutualistas con plantas, en particular las de la familia Leguminosae, uno
de los grupos vegetales mas diversos y de mayor importancia agrondmica, alimentaria y
ecologica (Olivares et al., 2013). Las principales bacterias que llevan a cabo este
proceso en asociacion con plantas son los conocidos como rizobios, un grupo bacteriano
heterogéneo que incluye multitud de géneros de o- y p-Proteobacterias como
Rhizobium, Sinorhizobium (Ensifer), Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Azorhizobium,
Methylobacterium, Burkholderia, Devosia, etc., entre otros. Las interacciones entre los
rizobios y las leguminosas suelen ser muy especificas. Sin embargo, en ocasiones no

existe un grado de especificidad tan marcado, asi Sinorhizobium sp. NGR234 lleva a
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cabo interacciones exitosas con mas de 100 géneros de leguminosas diferentes (Romero
& Brom, 2004).

Los rizobios son bacilos Gram-negativos, mdviles, no esporulados presentes en
los suelos. La expresion visible de la simbiosis rizobio-leguminosa son los nodulos,
verdaderos organos fijadores de nitrogeno, generalmente localizados en las raices de las
leguminosas. No obstante, para el establecimiento de una simbiosis efectiva es
necesario un continuo y adecuado intercambio de sefiales, asi como la coordinacién de
respuestas fisioldgicas entre la bacteria y la planta, en lo que constituye un auténtico
didlogo molecular (Fig. I.1A).

Previo a este didlogo molecular entre ambos simbiontes, tiene lugar la unién de la
bacteria a los pelos radicales de la planta (Fig. I.1B). En un primer lugar se establece
una unidn débil, para posteriormente pasar a una unién mas firme. En esta etapa, juegan
un papel importante las adhesinas secretadas por la bacteria y ciertos exopolisacaridos
como la celulosa (Dazzo et al., 1984; Smit et al., 1987).

Se conocen al menos tres grupos de sefiales que son intercambiadas y que deben
de ser reconocidas de forma especifica entre ambos simbiontes (Oldroyd & Downie,
2008). En primer lugar, los rizobios son capaces de reconocer pequefias moléculas
exudadas por las plantas conocidas como flavonoides, las cuales activan la expresion de
los genes de nodulacion bacterianos (nod, nol, noe) (Viprey et al., 2000). Estos genes
son los encargados de la sintesis del segundo grupo de sefales intercambiadas, los
factores de nodulacion (factores Nod). Los factores Nod tienen una estructura comun en
las diferentes especies de rizobios. Constan de un esqueleto oligosacaridico de 4 o 5
residuos de N-acetil-glucosamina, en el que el azucar del extremo no reductor esta
esterificado con un 4&cido graso. Los factores Nod presentan una serie de variaciones
entre las distintas especies de rizobios que pueden afectar a la longitud, el grado de
saturacion del acido graso o a la presencia de distintos grupos como acetilo, metilo,
carbamoil, fucosil, etc., tanto en los extremos reductor y no reductor del oligosacarido
(Bladergroen & Spaink, 1998; Schultze & Kondorosi, 1998). Cada especie o cepa
bacteriana produce varios tipos de factores Nod que son reconocidos especificamente
por el o los hospedadores compatibles de esa bacteria. De esta forma, los factores Nod
son el mayor determinante de especificidad en la simbiosis rizobio-leguminosa (Perret

et al., 2000). No obstante, existen algunas simbiosis que no son mediadas por factores
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Nod, conocidas como Nod-independientes, sin que se conozca por el momento los
compuestos mediadores de la especificidad (Okazaki et al., 2016).

Tras su reconocimiento por las células de la raiz, los factores Nod activan
multiples respuestas en la planta hospedadora, como la curvatura de los pelos radicales
o la formacion de focos meristematicos en el cortex, respuestas encaminadas a preparar
la formacion del nodulo y su invasion por las bacterias (Fig. 1.1) (Jones et al., 2007). En
respuesta a los factores Nod, los pelos radicales cambian la direccion del crecimiento,
curvandose en su extremo y formando un bolsillo (en forma de cayado de pastor) en el
que quedan atrapadas las bacterias, que iniciardn la infeccion del pelo radical (Fig.
I.1C). No obstante, existe otras formas de infeccion no asociadas a pelos radicales, en
que las bacterias invaden la raiz aprovechando heridas (crack entry) o espacios
intercelulares (Goormachtig et al., 2004). Ademas, de forma simultanea a la infeccion
comienzan a dividirse activamente algunas células del cértex dando lugar a una pequena
protuberancia que se denomina primordio nodular (Viprey et al., 2000).

El tercer grupo de sefiales son los polisacaridos de superficie de la bacteria. Los
rizobios pueden sintetizar diferentes polisacdridos como lipopolisacaridos (LPS),
polisacaridos capsulares (CPS), glucanos ciclicos (GC) y otros exopolisacaridos (EPS)
mas laxamente asociados a la superficie celular. Muchos de estos polisacaridos son
necesarios para la colonizacién de la raiz, evitar las respuestas defensivas de la planta y
el desarrollo adecuado de los nodulos (Skorupska et al., 2006). Recientemente se ha
descrito el papel sefializador que juegan algunos de los EPS, permitiendo la infeccion en
hospedadores compatibles o induciendo reacciones defensivas en hospedadores no
compatibles (Kawaharada et al., 2015).

En muchas simbiosis los rizobios penetran a través de la pared celular del pelo
radical, formandose una estructura tubular conocida como canal de infeccion, que
progresa desde la zona de curvatura hacia la base del pelo radical. El crecimiento
dirigido del canal de infeccion transporta a los rizobios hasta el primordio nodular. Una
vez alli los canales de infeccion se ramifican y las bacterias son liberadas en el
citoplasma de las células del primordio, en un proceso similar a la endocitosis, por el
que las bacterias van a quedar rodeadas de una porcion de membrana de la célula
vegetal, denominada membrana peribacteroidal. Grupos de una o pocas bacterias

rodeadas de membrana peribacteroidal constituye los simbiosomas, donde tendra lugar
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la diferenciacion de las bacterias a bacteroides, que son las formas especializadas en la
FBN (Fig. I.1E). La diferenciacion implica cambios en el tamafo y la morfologia
celular, junto con una serie de cambios genéticos (endorreduplicacién cromosomica) y

metabodlicos (Foucher & Kondorosi, 2000; Jones et al., 2007).

A) Intercambio de seiiales B) Adhesion C) Curvatura del D) Canal de infeccion

. Factores Nod pelo radical

Rhizobiur::’% o~
\ \Zo l ?Flnvonoides v

iy

E) Desarrollo del nédulo y diferenciacion a bacteroide
Nédulo \
poc:
Ramificacion ” TS

canal de
infecciéon

Figura I.1. Etapas durante la formacion de la simbiosis rizobio-leguminosa. A) Dialogo molecular
entre los rizobios y la planta hospedadora, durante el que los flavonoides de la planta atraen a las bacterias
y activan la expresion de los genes nod bacterianos encargados de la produccion de los factores Nod. B)
Adhesion de las bacterias a los pelos radicales. C) Curvatura del pelo radical que permite la entrada de los
rizobios. D) Elongacion del canal de infeccion. E) Ramificacion de canales de infeccion y posterior
diferenciacion de las bacterias a bacteroides. Modificado de Jones et al., 2007.

En el bacteroide tiene lugar la expresion de los genes necesarios para la actividad
de la enzima nitrogenasa (genes nif y fix). Esta enzima es muy sensible al oxigeno, por
lo que el nédulo incluye una barrera celular de difusion al oxigeno que junto con otros
mecanismos moleculares, como la produccion de una proteina por parte de la planta con
una alta afinidad por el oxigeno (leghemoglobina), proporcionan el ambiente
microdxico adecuado para que tenga lugar la FBN en el interior del noédulo (Bever &
Simms, 2000; Timmers et al., 2000). En esta interaccion simbidtica, los bacteroides
proporcionan a la planta una forma de nitrogeno asimilable y a cambio los rizobios
reciben fotosintetizados como fuente de carbono (Gage, 2004). Por lo tanto, el correcto

funcionamiento del proceso simbidtico garantiza a la planta una independencia de otras
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fuentes de nitrégeno exdgenas mientras que la bacteria encuentra un ambiente exclusivo
para su multiplicacion.

Los nodulos de las leguminosas se clasifican en nddulos determinados e
indeterminados. Los nodulos determinados se originan a partir de la division de células
del cortex externo. Estas divisiones cesan pronto y el aumento del tamafio del nodulo se
produce por crecimiento de las células, lo que les confiere una forma esférica. En su
interior existe una poblacion homogénea de células vegetales repletas de simbiosomas
con bacteroides fijadores. En contraste, los nodulos indeterminados, se originan a partir
de divisiones del cortex interno y presentan un meristemo apical persistente, que
continuamente esta generando nuevas células que seran alcanzadas por los canales de
infeccion e infectadas por los rizobios. La presencia de este meristemo apical les
confiere a los nodulos indeterminados una forma oblonga o cilindrica caracteristica
(Gage, 2004) y en su interior se pueden diferenciar diversas zonas histologicas, desde el
extremo apical hacia la base cercana a la raiz, que responden a las distintas etapas (I-IV)
de organogénesis (Vasse et al., 1990): zona apical meristematica, zona de infeccion,
zona de pre-fijacion, zona de fijacion que contiene los bacteroides maduros. Algunos
autores incluso distinguen una zona V, de degradacion de bacteroides en donde
bacterias no diferenciadas ejercerian saprofitismo a partir de los restos celulares
(Timmers et al., 2000).

El estudio de la simbiosis rizobio-leguminosa es de gran importancia no solo por
sus aplicaciones biotecnologicas sino también por ser un paradigma en las interacciones
planta-microbio y en general de las interacciones eucariota-microorganismo. Diversos
mecanismos moleculares empleados por los rizobios para la invasion y colonizacion de
su leguminosa hospedadora son también utilizados por bacterias patogenas (Soto et al.,
2009). Es por ello que la comprension del funcionamiento de la simbiosis entre los
rizobios y las leguminosas puede permitir a su vez el entendimiento de otro tipo de
relaciones entre eucariotas (tanto animales como vegetales) con bacterias,
particularmente patogénicas, facilitando la busqueda de soluciones biotecnoldgicas que

permitan combatirlas de forma eficaz.



Introducciéon

1.1. Aspectos relevantes de la interaccion Rhizobium etli -Phaseolus vulgaris

La bacteria Rhizobium etli CFN42 (Ret) es objeto principal de estudio en esta tesis
doctoral, por lo que vamos a profundizar en el conocimiento de este rizobio y su
interaccion con la planta hospedadora.

R. etli (Ret) es una a-Proteobacteria, perteneciente a la familia Rhizobiaceae. Es
un microorganismo Gram-negativo aerobio de forma bacilar durante su etapa de vida
libre, que establece interacciones simbidticas con la leguminosa Phaseolus vulgaris
(judia comun). En paises de Latinoamérica, esta simbiosis toma especial relevancia, ya
que la judia o frijol constituye uno de los principales aportes de proteinas y
carbohidratos en la dieta diaria de la poblacion.

En esta tesis doctoral se ha trabajado concretamente con la cepa Ret CFN42, cuyo
genoma se encuentra secuenciado y disponible para la comunidad cientifica (Gonzalez
et al., 2003; Gonzalez et al., 2006). Su genoma consta de un total de 6.5 Mb repartidos
en 7 replicones, el cromosoma de 4.3 Mb y 6 pldsmidos de diferentes tamaios
conocidos como pRetCFN42a, b, ¢, d, e y f. El pldsmido p42d contiene la mayoria de
los genes nod, nif y fix, por lo que se le considera el plasmido simbidtico o pSym.

Ret es capaz de sintetizar diferentes polisacaridos estructurales como el
lipopolisacarido (LPS) previamente descrito (Carlson et al., 1995; Forsberg & Carlson,
1998; Gil-Serrano et al., 1992) o el polisacarido capsular (CPS). Ademas, en el genoma
de Ret encontramos diversos operones relacionados con la biosintesis de otros EPS
previamente caracterizados en otros rizobios:

1. B-(1-2)-glucano ciclico, cuya sintesis depende de los genes ndvA y ndvB
(RHE _CHO03997 y RHE CHO04000 respectivamente). Este polisacarido es comun en
rhizobiales, se encuentra mayoritariamente en el periplasma y desempefia funciones de
osmoproteccion, ademds de intervenir en el establecimiento de una correcta interaccion
rizobio-leguminosa. En general los [-glucanos ciclicos son necesarios para las
interacciones bacteria-hospedador, tanto simbiontes como patdgenos de animales y
vegetales (Breedveld & Miller, 1994; Ielpi et al., 1990).

2. Exopolisacarido acido (EPS), formado por residuos de glucosa, galactosa,
acido glucurodnico, acido piruvico y acido acético en una proporcion 5:1:2:2:1 (Gil-
Serrano et al., 1992). También ha sido previamente identificado en R. leguminosarum
(Janczarek & Skorupska, 2001; Krol et al., 1998). La produccion de este EPS esta
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determinada por los genes pss, que en Ret se encuentran organizados en dos grupos: 1)
uno que contiene los genes psSVUT:SRMLKJIHGFCDE y pssPONT, (RHE CH03210
al RHE CHO03236), entre los cuales encontramos otros genes implicados en el sistema
de secrecion de este EPS y ii) el segundo cluster con los genes pssBA, (RHE CH03327
y RHE CHO03328). En R. leguminosarum bv. viciae 3841, este EPS éacido esta
implicado en la formacion de biopeliculas, tanto en superficies bidticas como abidticas,
asi como en el desarrollo de los nddulos (Williams et al., 2008).

3. En Ret encontramos un grupo de 14 genes (RHE CHO03380-RHE CHO03393)
con cuatro glicosiltransferasas, dos proteinas de transporte de polisacaridos, una
acetiltransferasa, una endoglicanasa y una proteina reguladora, donde los genes
RHE CHO03385 y RHE CHO03388 presentan una homologia superior al 50% con los
genes exoY y exoF de Sinorhizobium meliloti encargados de la sintesis de
succinoglicano o EPSI, el cual es esencial para el desarrollo de ndédulos fijadores de
nitrogeno en alfalfa (Becker et al., 2002; Glenn et al., 2007; Wang et al., 1999).
Desconocemos si estos genes estan implicados en la biosintesis de alglin polisacéarido de
R. etli.

4. Glucomanano o polisacarido unipolar (UPP), previamente caracterizado en
R. leguminosarum y en A. tumefaciens (Williams et al., 2008; Xu et al., 2012; Xu et al.,
2013). Su biosintesis depende de una agrupacion de seis genes (en CFN42,
RHE CHO01558 a RHE CHO01563) que se encuentran muy conservados en bacterias
rhizobiales que interaccionan con plantas (Williams et al., 2008). En R. leguminosarum
este EPS es necesario para la adhesion a raices de veza y para una infeccion
competitiva. En el patdégeno de plantas A. tumefaciens, el UPP es requerido para la
adhesion polar de esta bacteria al entrar en contacto con una superficie abidtica o bidtica
(Matthysse, 2014; Xu et al., 2013). Su produccion se encuentra activada por el segundo
mensajero c-di-GMP, aunque por algin mecanismo todavia no descrito (Pérez-Mendoza
& Sanjuan, 2016).

5. Celulosa, es un polimero no ramificado formado por unidades de D-glucosa
unidas por enlaces [ (1-4), presente en numerosas bacterias. En el caso de Ret, la
sintesis de celulosa posiblemente corre a cargo del operén celABCD, donde CelA y
CelB serian las subunidades cataliticas que forman el complejo celulosa sintasa. CelC,

es una endoglucanasa (celulasa) que intervendria en el empaquetamiento de las fibras de
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celulosa y CelG estaria en contacto con el peptidoglicano, organizando el complejo
multiproteico que facilita la extrusion del biopolimero al exterior de la célula (R6mling
& Galperin, 2015). En R. leguminosarum y A. tumefaciens, la celulosa interviene en la
adhesion a sus respectivas plantas hospedadoras, aunque no parece importante para la
nodulacién o la virulencia, respectivamente (Ausmees et al., 1999; Laus et al., 2005;
Matthysse, 1983; Smit et al., 1987; Williams et al., 2008). El c-di-GMP es un regulador
alostérico positivo de la celulosa sintasa (Barnhart et al., 2013; Morgan et al., 2014;
Ross et al., 1987).

6. PB-Glucano de enlaces mixtos (MLG). Los genes RHE PE00362 vy
RHE PE00363 de Ret son homologos a los genes bgsBA de S. meliloti 8530, necesarios
para la sintesis del recientemente descubierto B-glucano de enlaces mixtos (MLQG)
(Pérez-Mendoza et al., 2015). Este EPS es necesario para una adhesion eficiente de S.
meliloti 8530 a las raices de su hospedador, Medicago sativa (alfalfa). La produccion de
este nuevo EPS también se encuentra regulada por c-di-GMP en S. meliloti 8530 (Pérez-
Mendoza et al., 2015).

La regulacion especifica de los polisacaridos UPP, celulosa y MLG por c-di-
GMP, sera discutida mas adelante en esta tesis doctoral (Apartado 3.2 de esta

Introduccion).

Il. EL C-DI-GMP COMO SEGUNDO MENSAJERO

Cualquier organismo vivo estd continuamente recibiendo sefiales del medio
exterior, sefiales que son integradas a través de complejas cascadas de transduccion de
sefales, permitiendo a los organismos responder y/o adaptarse a los cambios del medio
que los rodea.

En las células procariotas, los diferentes estimulos extracelulares e intracelulares,
también conocidos como primeros mensajeros, son percibidos por proteinas que poseen
determinados dominios sensores (Fig. 1.2). En ciertos casos y como respuesta a dichos
estimulos, se altera la concentracion intracelular de pequefias moléculas conocidas
como segundos mensajeros, que se uniran directamente sobre moléculas efectoras para
desencadenar una respuesta fisioldgica acorde al estimulo primario (Fig. 1.2) (Kalia et

al., 2013).
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Los sistemas de transduccion de sefales basados en segundos mensajeros
presentan varias ventajas: 1) Los segundos mensajeros son pequeiias moléculas
intracelulares de bajo peso molecular, por lo que pueden difundir rapidamente por el
interior celular, ii) su concentracién depende de actividades enzimaticas de sintesis y
degradacion, lo que permite respuestas inmediatas y iii) permiten la amplificacion de la
sefal original, pudiendo generar respuestas celulares contundentes a partir de pequefios

estimulos (Yan & Chen, 2010).

Primer mensajero

o0
%
Dominio sensor

del primer
mensajero

Enzima
biosintetica
Segundos\‘ /l

mensajeros

Respuesta celular

Figura 1.2. Mecanismo genérico de accion de los segundos mensajeros. En respuesta a un primer
mensajero, las enzimas encargadas de la sintesis o degradacion de los segundos mensajeros aumentan o
reducen rapidamente los niveles intracelulares de estos, permitiendo una respuesta celular rapida que
implica su unidon a moléculas efectoras. Modificado de Yan y Chen, 2010.

Entre los segundos mensajeros bacterianos mas estudiados, se encuentran
nucledtidos ciclicos como el bis-(37-5")-guanosina monofosfato ciclico (c-di-GMP), el
bis-(3'-5")-adenosina monofosfato ciclico (c-di-AMP), el 3’-5"-guanosina monofosfato
ciclico (¢cGMP) o el 3’-5"-adenosina monofosfato ciclico (cAMP) (Kalia et al., 2013).
En los tultimos afios, el c-di-GMP ha emergido como un segundo mensajero en
bacterias, clave para la regulacion de diferentes procesos celulares relacionados con la
transicion entre un estilo de vida motil y un estilo de vida sésil o sedentario (D'Argenio
& Miller, 2004; Romling et al., 2005; Schirmer & Jenal, 2009). Recientemente, este

segundo mensajero, que se pensaba que era exclusivo del dominio Bacteria, también se
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ha encontrado en el eucariota Dictyoctelium discoideum, en donde controla procesos de
diferenciacion celular (Chen & Schaap, 2012).

Hace 28 afios que el c-di-GMP fue descubierto como un activador alostérico de la
celulosa sintasa en Gluconacetobacter xylinus por Moshe Benziman y colaboradores
(Ross et al., 1987) y desde entonces, el nimero de funciones celulares reguladas por
este segundo mensajero ha ido en aumento. En los tltimos afios, gracias a técnicas
bioinformaticas, genéticas y bioquimicas, el campo del c-di-GMP avanza rapidamente
permitiendo un conocimiento mas amplio acerca de este segundo mensajero. El c-di-
GMP estimula la produccion y sintesis de adhesinas y exopolisacaridos que forman
parte de la matriz de las biopeliculas, mientras que inhibe distintas formas de motilidad,
permitiendo a las bacterias adoptar un estilo de vida sedentario (Krasteva et al., 2012;
Lee et al., 2007; Pérez-Mendoza et al., 2014) (Fig. 1.3). Ademas, el c-di-GMP controla
la virulencia en patdégenos de animales y plantas (Jenal & Malone, 2006; Ryan et al.,
2007; Tamayo et al., 2007), permite el avance del ciclo celular (Duerig et al., 2009), la
produccion de antibidticos (Fineran et al.,, 2007), o la respuesta a estreses
medioambientales (Klebensberger et al., 2007), entre otras funciones. Ademas, estudios
recientes han puesto de manifiesto que el c-di-GMP puede actuar como un
inmunomodulador en mamiferos, afectando a la respuesta del sistema inmunitario frente
a patogenos bacterianos (Karaolis et al., 2007; Schirmer & Jenal, 2009).

2GTP pGpG
Diguanilato Fosfodiesterasas \

ciclasas

N=
NH,
P OH
; -
o (6]
c-di-GMP
Motilidad Virulencia Biofilms Progresion del ciclo celular
Expresion y actividad Expresion de los Sintesis de Protedlisis de un
de los flagelos, genes de adhesinas y inhibidor de la
swimmingy swarming virulencia aguda exopolisacaridos replicacion

Figura 1.3. Estructura y funciones celulares controladas por c-di-GMP. De forma general, altos
niveles intracelulares de c-di-GMP regulan de forma positiva la formacion de biopeliculas y la progresion
del ciclo celular, mientras inhiben la motilidad bacteriana, o la virulencia aguda en patégenos. Modificado
de Hengge, 2009.
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2.1 Biosintesis v degradacion del c-di-GMP

El c-di-GMP se sintetiza a partir de dos moléculas de GTP por enzimas
diguanilato ciclasas (DGC), cuya actividad suele estar asociada a proteinas con
dominios GG[D/E]EF, asi denominados en base a la secuencia aminoacidica de su
centro activo (Fig. 1.3) (Chan et al., 2004; Romling et al., 2005). Este dominio GGDEF
suele estar muy conservado en la mayoria de las DGC activas, aunque parecen existir
algunas excepciones y algunos cambios aminoacidicos en la secuencia consenso
GG[D/E]JEF que permiten mantener la actividad DGC (Hunter et al., 2014; Pérez-
Mendoza et al., 2011a).

Por otro lado, el c-di-GMP es degradado por fosfodiesterasas especificas (PDE).
La actividad PDE esta asociada a proteinas que portan dominios EAL (Rao et al., 2008)
o HD-GYP (Ryan et al., 2007), siendo las primeras mas abundantes en los genomas
bacterianos. Las PDE con dominios EAL degradan el c-di-GMP hasta el intermediario
5’-fosfoguanilil-(3-5")-guanosina (pGpG), el cual es posteriormente degradado hasta
dos moléculas de GMP por la accién de otras fosfodiesterasas. Por su parte, las
proteinas HD-GYP degradan el c-di-GMP directamente hasta 2 moléculas de GMP
(Hengge, 2009) (Fig. 1.3).

2.1.1. Diguanilato ciclasas (DGC)

Las DGC normalmente actian formando homodimeros, donde cada monomero
porta una molécula de GTP en posicion antiparalela para la formacion del enlace
fosfodiester 3°-5", que culminard en la produccion de c-di-GMP.

Las DGC presentan dos sitios enzimaticamente relevantes: el sitio A y el sitio L.
El primero de ellos hace referencia al centro activo (dominio GGDEF), donde los dos
primeros residuos de Gly estarian implicados en la unién del GTP, el tercer residuo
(Asp o Glu) juega un papel fundamental en la catélisis, mientras que el cuarto residuo
(Glu) participa en la coordinacién de iones metalicos como el Mg>" (Jenal & Malone,
2006; Whiteley & Lee, 2014). Por su parte, el sitio I, situado cinco aminoacidos aguas
arriba del sitio A, es un sitio inhibitorio no competitivo de alta afinidad por el c-di-
GMP. Posee una secuencia consenso conservada, RXXD (siendo X cualquier
aminoacido), de manera que su unidn al c-di-GMP impide la aproximacion de los dos

sitios A de cada monomero, imposibilitando la sintesis de c-di-GMP. Estudios
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bioinformaticos demuestran que el 57% de las proteinas con dominios GGDEF poseen
este mecanismo de inhibicién no competitiva por producto (Christen et al., 2006). En
algunas DGC, se ha observado que la inhibicion alostérica no competitiva tiene lugar
mediante la union de dos moléculas intercaladas de c-di-GMP al sitio I (Schirmer &
Jenal, 2009). La regulacién de la actividad DGC por producto permite modular la
actividad enzimatica y los niveles de c-di-GMP, evitando al mismo tiempo un excesivo
consumo de GTP.

Dependiendo de que los sitios A e I se encuentren conservados (+) o degenerados
(-), es posible distinguir cuatro tipos distintos de DGC: AT, AT, AT y AT (Fig. 1.4).
En el primero de los casos, nos encontramos normalmente con DGC con alta actividad
enzimdtica, y que por tanto necesitan de la regulacion alostérica por producto (Fig.1.4
A). En el segundo caso, nos encontrariamos a DGC que bien por su baja actividad o por
el proceso especifico que regulan, no necesitan de un mecanismo de regulaciéon por
producto (Fig.1.4 B). Las proteinas que portan un sitio A~ combinado con un sitio I,
suelen ser proteinas enzimaticamente inactivas, que han evolucionado hacia proteinas
efectoras que responden a los niveles intracelulares de c-di-GMP. Un ejemplo de este
tipo de DGC lo encontramos en PelD de Pseudomonas aeruginosa (Whitney et al.,
2012) (Fig.I.4 D). Por ultimo, es posible identificar proteinas que son AT, que aunque
han perdido la actividad DGC y no unen c-di-GMP, pueden unir GTP (Fig.1.4 C). Este
es el caso de PdeA de Caulobacter crescentus, en la que la union del GTP al sitio A

degenerado activa al dominio PDE de la misma proteina (Christen et al., 2005).

A C

A+I+ A-I-

A+I- A-I+

ele
OG

Figura 1.4. Distintos tipos de proteinas con dominios GGD/EEF. Clasificacion esquematica de las
cuatro posibles combinaciones (A, B, C y D) de los sitios A (catalitico) e I (inhibitorio) y sus propiedades,
conservado (+) o degenerado (-). Adaptado de Jenal y Malone, 2006.
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2.1.1.1. La diguanilato ciclasa PleD

La DGC PleD es un regulador de respuesta que forma parte de un sistema de dos
componentes de C. crescentus. Esta bacteria porta un flagelo polar y posee una division
asimétrica muy particular, de forma que la division celular comienza por la eyeccion del
flagelo y la sintesis de un pediculo o protuberancia de naturaleza polisacaridica
(holdfast), con un boton de adhesion en el extremo que la ancla al substrato (Aldridge et
al., 2003). Tras la division celular se forman dos tipos de células especializadas: una
célula planctonica mévil conocida como célula swarmer, y otra célula que permanecera
anclada a la superficie, y que recibe el nombre de célula stalked. La proteina PleD tiene
un papel crucial tanto en el proceso de division celular como en el de diferenciacion
morfoldgica. La fosforilacion de PleD por la quinasa DivJ provoca su dimerizacion y
migracion al polo de la futura célula stalked, donde el c-di-GMP producido por PleD-P
controla la eyeccion del flagelo y el desarrollo del pediculo que anclard la célula a la
superficie (Paul et al., 2004).

Mecanismo de accion de PleD: PleD es una DGC con sitios A e I activos.
Ademas del dominio GGD/EEF (en este caso es GGEEF), PleD posee dos dominios
receptores de grupos fosfatos conocidos como REC1 y REC2, respectivamente. Solo el
primero de ellos posee un residuo aspartico en la posicion 53 susceptible de
fosforilacién por Div]. La forma inactiva (no fosforilada) de PleD se encuentra en
estado monomérico. Tras la fosforilacion del residuo Asp53 del dominio REC1, PleD
sufre una serie de cambios conformacionales que culminan con la formacion de dimeros
enzimaticamente activos (Fig. 1.5). De esta forma, los dominios cataliticos (sitios A) de
los dos monomeros quedan proximos, permitiendo la condensacién de dos moléculas de
GTP para dar lugar al c-di-GMP. Cuando los niveles intracelulares de c-di-GMP son
elevados, se produce la unién de dos moléculas intercaladas de este segundo mensajero
al sitio I, impidiendo la aproximacion de los dominios cataliticos y por lo tanto la
formacion de ¢-di-GMP (Fig. 1.5) (Chan et al., 2004).

La DGC empleada en esta tesis doctoral se conoce como PleD*, ya que posee una
serie de cambios aminoacidicos que la hacen independiente de fosforilacion para su
activacion, y por tanto presenta actividad DGC constitutiva (Paul et al., 2004). Es
importante resaltar que PleD* sigue manteniendo la inhibicidon por producto no

competitiva.
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Figura 1.5. Mecanismo de accion de PleD. Tras la fosforilacion del dominio REC1 (naranja), el dominio
catalitico (verde), sufre una serie de cambios conformacionales que culminan con la formacion de
homodimeros. Los dominios cataliticos portando dos moléculas de GTP (amarillo) quedan enfrentados, lo
que permite la sintesis de c-di-GMP. La unién de dos moléculas de c-di-GMP (c-diGMP,) al sitio
inhibitorio impide el acercamiento de los dominios cataliticos, produciendo la inhibicion por producto no
competitiva. Adaptado de Chan et al., 2004.

2.1.2. Fosfodiesterasas (PDE)

Existen dos tipos de fosfodiesterasas capaces de hidrolizar el c-di-GMP: las EAL
y las HD-GYP, ambas asi conocidas en base a la conservacion de secuencia
aminoacidica de su centro activo. Las EAL son mas abundantes en los genomas
bacterianos y catalizan la hidrolisis del c-di-GMP hasta 5"-pGpG, que posteriormente
serda degradado por otras enzimas. Las HD-GYP, pertenecen a la superfamilia de
fosfohidrolasas que directamente rompen la molécula de c-di-GMP en dos de GMP
(Hengge, 2009; Ryan et al., 2007).

Las PDE con dominios EAL muestran una alta especificidad por el c-di-GMP, ya
que presentan una baja K, (420 nM), lo que concuerda con los bajos niveles
intracelulares de este segundo mensajero (Christen et al., 2005; Reinders et al., 2015).
Estas proteinas necesitan de cationes divalentes como el Mg*" o el Mn®" para llevar a
cabo la hidrdlisis, una agrupacion de dos cationes metélicos coordinan dos moléculas de
agua, una de las cuales participa en el ataque hidrofilico a uno de los enlaces fosfoéster
del c-di-GMP (Romling et al., 2013). Por otro lado, las PDE son fuertemente inhibidas
por Ca*". Las PDE con dominios EAL tienen cierta actividad enzimatica como
mondmeros, aunque la mayoria de las PDE caracterizadas hasta el momento forman

dimeros u oligdbmeros de mayor orden in vitro (Barends et al., 2009). La activacion de
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las PDE mediante la formacién de dimeros tendria lugar en respuesta a estimulos
ambientales (Bai et al., 2012).

Estudios llevados a cabo por Rao y colaboradores con la PDE de P. aeruginosa
RocR, pusieron de manifiesto una secuencia consenso con siete aminoacidos esenciales
para la actividad PDE, de forma que cualquier cambio en alguno de estos aminoacidos
conllevaria la pérdida o descenso de la actividad catalitica (Rao et al., 2008). En rojo se
muestran los aminoacidos descritos como esenciales:

EALs7NX33EX,EX26DX00KX35E

Las PDE con dominios HD-GYP son menos abundantes en bacterias y por ello
estan menos estudiadas. Estas proteinas HD-GYP hidrolizan el c-di-GMP directamente
hasta GMP. Esto podria ser debido a que no liberan el intermediario 5"-pGpG o que este
se vuelve a unir a la proteina para ser completamente degradado hasta GMP (Romling et
al., 2013). Las PDE con dominios HD-GYP presentan dos secuencias consenso
separadas por una region variable de 10-20 aminoacidos (Ryan et al., 2010). Estas
secuencias consenso son: HDXGK y HHEXXDGXGYPXXL (siendo X cualquier
aminoacido). La cristalizacién de la proteina con dominio HD-GYP, Bd1817 de la
bacteria depredadora Bdellovibrio bacteriovorus, arroj6é nueva informacion acerca de su
mecanismo de accion. Ademads, estos estudios permitieron identificar los cationes

metalicos Fe*" o Mn>" como parte del centro activo de la enzima (Lovering et al., 2011).

2.1.3. Dominios sensores en proteinas DGC y PDE

Las DGC y PDE pueden estar controladas por una gran variedad de sefiales
ambientales e intracelulares. La mayoria de estas enzimas poseen uno o varios dominios
sensores en el extremo N-terminal, permitiendo una integracion precisa de la sefial
primaria y la transduccion de esta informacion al interior celular, mediante la
modificacion de los niveles del segundo mensajero c-di-GMP (Mills et al., 2011).
Sefiales como el oxigeno (dominio PAS), la luz (dominio BLUF), fosforilacion
(dominio REC), antibioticos, el potencial redox, la osmolaridad, nucleétidos (dominio
GAF) o moléculas de quorum sensing como acil-homoserina lactonas (AHL) entre
otras, son reconocidas por dominios sensores presentes en DGC y PDE (Fig. 1.6)

(Hengge, 2009). A pesar de que la mayoria de las DGC y PDE presentan al menos un
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dominio sensor, en la actualidad se conoce un escaso numero de sefales que realmente
puedan activarlas (Mills et al., 2011). Uno de los primeros dominios sensores descritos
fue el dominio PAS, encontrado en varias DGC de G. xylinus, el cual es capaz de
responder a los niveles de oxigeno del medio y modular la actividad diguanilato ciclasa
del dominio GGDEEF asociado (Tal et al., 1998).

Existe un numero muy significativo de proteinas que contienen ambos dominios
GGDEF y EAL, con actividades contrapuestas (Seshasayee et al., 2010). Si cada
dominio por separado es capaz de llevar a cabo su funcion ;Por qué estdn presentes
ambas actividades DGC y PDE en la misma proteina? Una posible explicacion es que
ambos dominios GGDEF y EAL sean activos en la misma proteina, pero que sus
actividades se encuentren reguladas diferencialmente por sefiales ambientales y/o
intracelulares (Romling et al., 2013). Una regulacion diferencial de dominios con
actividades opuestas se ha observado previamente en proteinas con actividad histidina
quinasa y fosfatasa, o en la proteina SpoT que cataliza la sintesis y degradacion de la
alarmona ppGpp (Perego & Hoch, 1996; Potrykus & Cashel, 2008). Todavia hay pocos
ejemplos de proteinas con dominios GGDEF y EAL cuya bifuncionalidad haya sido
empiricamente demostrada. Uno de ellos es la proteina ScrC de Vibrio
parahaemolyticus, que posee actividad DGC que cambia a PDE en presencia de las
proteinas ScrA y ScrB (Ferreira et al., 2008). Otra posible explicacion a la existencia de
dominios DGC y PDE en tandem, es que uno o ambos dominios DGC y PDE no sea
enzimaticamente activo y haya adquirido otras funciones reguladoras o sensoras. Entre
estas posibles funciones encontramos la unién de GTP a dominios GGDEF inactivos
(Christen et al., 2005) o la union de c-di-GMP a dominios EAL degenerados (Qi et al.,
2011).

La presencia en una misma molécula de dominios sensores y dominios GGDEF y
EAL/HD-GYP, con actividades antagonicas, podria permitir respuestas mas precisas y

rapidas a través de la sefializacion por c-di-GMP (Mills et al., 2011).
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Figura 1.6. Algunos dominios sensores presentes en proteinas con dominios GGDEF y/o EAL. La
mayoria de las proteinas con actividad DGC y PDE contienen también dominios sensores. Estos dominios
sensores responderian a distintas sefiales externas y/o internas, como la luz, niveles de oxigeno, nutrientes
o nucledtidos ciclicos, las cuales constituyen los primeros mensajeros.

2.2. Moléculas efectoras

La capacidad del c-di-GMP para regular distintas funciones celulares, radica en la
diversidad de moléculas receptoras que son capaces de responder a los niveles de este
segundo mensajero (Ryan et al., 2012b; Wolfe & Visick, 2010). Entre estos efectores se
encuentran proteinas con dominios PilZ, factores de transcripcion, DGC y PDE con
dominios GGDEF y EAL degenerados e incluso secuencias de¢ ARNm, conocidos como
riboswitches. Estos efectores son los encargados de traducir los niveles de c-di-GMP en
una respuesta celular especifica, a nivel transcripcional, post-transcripcional y post-

traduccional.

2.2.1. Proteinas con dominios PilZ

Estudios bioinformaticos identificaron este dominio como un posible receptor del
c-di-GMP presente en la subunidad A de la celulosa sintasa (BcsA) de G. xylinus y la
proteina YcgR que controla la motilidad en Enterobacterias (Amikam & Galperin,
2006; Ryjenkov et al., 2006). Este dominio recibié este nombre por tener la misma
estructura terciaria que la proteina PilZ de P. aeruginosa, que controla la formacion de
pili tipo IV (Alm et al., 1996). Paraddjicamente, la proteina PilZ no es capaz de unir c-
di-GMP.

Los dominios PilZ estan formados por 6 ldminas B en posicién antiparalela,
formando una estructura tipica en Barril . Alineamientos de la secuencia aminoacidica
de varios dominios PilZ, muestran una baja conservacion de la estructura primaria,

excepto en varios residuos aminoacidicos altamente conservados (Benach et al., 2007).
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En primer lugar, encontramos la secuencia (Q/E)RRXXXR, donde las argininas (R) son
esenciales para la union del c-di-GMP. Separada por unos 20 a 30 aminoacidos
encontramos otra secuencia, (D/N)ZSXXG, (donde Z es cualquier aminoacido
hidrofobico) que también juega un papel importante en la unién al c-di-GMP (Rémling
et al., 2013; Ryan et al., 2012b). A pesar de la baja homologia en la secuencia primaria
en los dominios PilZ, todos ellos muestran una estructura terciaria similar (Fig. .7 A).

El dominio PilZ se encuentra distribuido en proteinas codificadas en numerosos
genomas bacterianos, aunque no existe una correlacion directa entre el nimero de
proteinas PilZ y el de proteinas que metabolizan el c-di-GMP (con dominios GGDEF,
EAL o HD-GYP). Por ejemplo, E. coli solo posee dos proteinas con dominios PilZ y un
total de 29 proteinas con dominios DGC y PDE, mientras que B. bacteriovorus contiene
15 proteinas con dominios PilZ y 12 proteinas hipotéticamente implicadas en el
metabolismo del c-di-GMP.

Una revision reciente de diferentes dominios PilZ, ha permitido clasificar estos
dominios en tres tipos: i) tipo I, corresponderian con dominios PilZ completos que
presentan ambas secuencias (Q/E)RRXXXR y (D/N)ZSXXG, capaces de unir
directamente el c-di-GMP con gran afinidad, ii) tipo II, carecen de la secuencia
(Q/E)RRXXXR y no pueden unir c-di-GMP vy iii) tipo III, formados por una version
truncada del dominio PilZ que también han perdido la capacidad de unir c-di-GMP
(Chou & Galperin, 2016).

Estudios estructurales mediante rayos X o RMN indican que la union del c-di-
GMP al motivo (Q/E)RRXXXR, provoca cambios conformacionales en la proteina,
afectando alostéricamente la actividad enzimatica o facilitando interacciones proteina-
proteina. Este es el caso de Alg44 (PA4608) de P. aeruginosa, en la que la union del c-
di-GMP a su dominio PilZ desencadena la formacion de una superficie altamente
negativa en uno de los lados de la proteina, facilitando su unidén con otras proteinas
implicadas en la sintesis de alginato (Habazettl et al., 2011). En el caso de la proteina
YcgR, presente en numerosas especies de Enterobacterias, a pesar de que el dominio
PilZ tiene la misma organizacidn estructural, la respuesta celular es muy distinta. La
unién del c-di-GMP al dominio PilZ de YcgR regula la velocidad y direccion de giro
del flagelo, a través de la interaccion de YcgR con el complejo FiGMN (Boehm et al.,

2010; Paul et al., 2010). Ademas de la motilidad o la produccion de exopolisacaridos
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como la celulosa o el alginato, la unién del c-di-GMP a dominios PilZ regula otras
funciones celulares. En Klebsiella pneunoniae, la proteina MrkH es capaz de unir c-di-
GMP activando la transcripcion de genes para la sintesis de fimbrias tipo III (Wilksch et
al., 2011).

Al igual que ocurria con el sitio I de las DGC, el c-di-GMP también puede unirse
a los dominios PilZ con diferente estequiometria y conformacion. Una sola molécula de
c-di-GMP se puede unir en conformacion cis (la forma extendida) o en conformacion
trans, en la que las bases nitrogenadas quedan enfrentadas (Fig. 1.7B). Sin embargo,
también es posible que la union del c-di-GMP a las proteinas efectoras sea a través de
dimeros intercalados (Chou & Galperin, 2016; Ko et al., 2010; Ramelot et al., 2007,
Ryjenkov et al., 2006). Ademas las proteinas con dominios PilZ pueden adoptar
diferentes estados de oligomerizacion, desde mondémeros hasta tetrameros (Li et al.,

2011).

A Dominio PilZ B Conformaciones del c-di-GMP
Cis Dimero Trans

Figura 1.7. Sefalizaciéon por c-di-GMP a través de dominios PilZ. A) Representacion de la estructura
terciaria de un tipico dominio PilZ, formado por 6 laminas P antiparalelas en forma de barril . B)
Diferentes conformaciones en las que el c-di-GMP puede unirse a proteinas efectoras. Conformacion cis
o extendida, en trans donde las bases nitrogenadas quedan enfrentadas, o en forma de dimeros
intercalados.

Cerca de la mitad de los dominios PilZ reconocibles en genomas bacterianos se
encuentran en proteinas como dominio Unico, mientras que el resto se asocian a otros
dominios como glicosiltransferasas (GT), aceptores de grupos fosfato (REC) o dominios
HTH de unién a ADN, entre otros. Ademas, diferentes dominios PilZ pueden responder
a las concentraciones de c-di-GMP con distinta afinidad. Estudios de afinidad de los
dominios PilZ de BesA y YcegR de distintas especies mostraron una mayor afinidad de

YcgR por el ¢c-di-GMP que BesA (Pultz et al., 2012). De esta forma, la proteina efectora
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YcgR respondera primero ante un pequefio cambio en la concentracion celular de c-di-

GMP.

2.2.2. Dominios DGC y PDE degenerados

El elevado numero de funciones celulares controladas por el segundo mensajero c-
di-GMP, contrasta con las escasas proteinas efectoras con dominios PilZ, por lo que
parece evidente que deben de existir otro tipo de efectores capaces de unir c-di-GMP.
De hecho, un mutante de Vibrio cholerae carente de todas las proteinas con dominios
PilZ, sigue respondiendo a niveles de c-di-GMP (Beyhan et al., 2008). Uno de los
primeros candidatos alternativos fueron las DGC y PDE con dominios degenerados.
Como se ha comentado con anterioridad, algunas DGC con sitios A (GGDEF)
degenerados, poseen sitios I intactos que siguen manteniendo la capacidad de unir c-di-
GMP, pudiendo actuar como efectores. Un ejemplo de este tipo de efectores es la
proteina PopA de C. crescentus, una DGC con un dominio GGDEF degenerado pero
con un sitio I activo. PopA es la encargada de secuestrar al regulador maestro del ciclo
celular, CtrA, para su degradacion por la proteasa ClpXP. La correcta localizacion de
PopA en los polos de la célula en division depende de la unién del c-di-GMP a su sitio |
(Duerig et al., 2009).

De manera analoga, ciertas PDE que han perdido su actividad catalitica son
todavia capaces de unir c-di-GMP. Este es el caso de FimX de P. aeruginosa, en la que
la unién del c-di-GMP al dominio EAL inactivo provoca cambios conformacionales en
la proteina que determinan su localizacion en el interior de la bacteria (Qi et al., 2011).
LapD de Pseudomonas fluorescens, es un ejemplo de proteina efectora con ambos
dominios GGDEF y EAL degenerados. En este caso, la union del c-di-GMP al dominio
EAL de LapD controla la formacion de biopeliculas a través de la adhesina LapA y la

proteasa LapG (Newell et al., 2009).

2.2.3. Factores de transcripcion
Se han descrito varios factores de transcripcion capaces de unir c-di-GMP en
diferentes especies bacterianas. La mayoria de ellos controlan inversamente la

inhibicién de la motilidad y el aumento en la producciéon de EPS.
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En P. aeruginosa, el factor de transcripcion FleQ fue uno de los primeros
reguladores transcripcionales identificados cuya actividad es dependiente de c-di-GMP.
FleQ contiene un dominio HTH de unién al ADN, un dominio central ATPasa (AAA+)
que interacciona con factores sigma 54 y un dominio REC N-terminal que no responde
a fosforilacion. FleQ es un regulador maestro que activa la expresion de los genes
flagelares fleSR y de otros genes responsables del ensamble del aparato de exportacion
flagelar (Hickman & Harwood, 2008). En bajos niveles de c-di-GMP, FleQ junto con
FleN tienen un efecto negativo en la produccidon del polisacarido Pel, a través de su
unidon a dos regiones conocidas como caja 1 y caja 2, situadas aguas abajo y aguas
arriba del sitio de inicio de la transcripcion de los genes pel. En esta situacion, se
produce una curvatura en el ADN que reprime a los genes pel. Sin embargo, la union
del c¢-di-GMP a una region proxima al dominio Walker (AAA+), provoca cambios
conformacionales que hacen que la curvatura del ADN desaparezca pero FleQ
permanezca unido a la caja 1, convirtiéndose ahora en un activador del EPS Pel (Fig. 1.8
A). De esta forma, FleQ actia como activador de los genes del flagelo y como represor
de los genes pel (Baraquet et al., 2012; Baraquet & Harwood, 2013). Mediante
calorimetria isoterma de titulacion, se ha podido comprobar que FleQ une c-di-GMP
con una afinidad de 4 uM, lo que estd en concordancia con los niveles fisiologicos de c-
di-GMP, estimados en los rangos micromolar y submicromolar (Gentner et al., 2012;
Matsuyama et al., 2016; Simm et al., 2004).

Otro regulador transcripcional que no presenta un dominio PilZ es la proteina Clp
de varias especies del género Xanthomonas. Esta proteina muestra una gran similitud
con la proteina receptora de AMPc Crp de E. coli (Chin et al., 2010). En este caso, Clp
no controla la utilizaciéon de las fuentes de carbono, sino la expresion de genes de
virulencia y de enzimas extracelulares, como la endoglucanasa EngA, mediante su
union a las regiones promotoras de estos genes. Cuando los niveles intracelulares de c-
di-GMP aumentan, su union a Clp reduce la afinidad de esta por el ADN, causando un

descenso de la expresion de los genes regulados (Fig. 1.8 B).
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Figura 1.8. Modelos esquematicos del mecanismo de actuacién del c-di-GMP en diferentes factores
transcripcionales. A) Activacion de la produccion del exopolisacarido Pel de P. aeruginosa mediante la
union del c-di-GMP a FleQ. B) Represion de los genes de la endoglucanasa EngA de Xanthomonas
campestris a través de Clp. C) Activacion del polisacarido Vps de V. cholerae por la unién del c-di-GMP
al factor de transcripcion VpsT. D) Activacion mediada por Bcam1349 de los genes de la celulosa sintasa
en B. cenocepacia. Adaptado de Ryan et al., 2012.

En V. cholerae el factor de transcripcion VpsT controla la produccion de
componentes de la matriz extracelular, la motilidad y la formacion de biopeliculas.
VpsT consiste en un dominio REC (aunque no regulado por fosforilacién) y en un
dominio HTH. La union del c-di-GMP provoca una oligomerizacion de esta proteina, lo
que permite que active la expresion de los genes vps responsables de la formacion del

polisacarido Vps caracteristico de Vibrio (Fig. 1.8 C) (Krasteva et al., 2010; Shikuma et
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al., 2012). En el regulador transcripcional Bcam1349 de Burkholderia cenocepacia,
también encontramos una regulacion positiva por c-di-GMP. Bcam1349 regula la
produccion de celulosa y de fimbrias implicadas en la formacion de biopeliculas en esta
bacteria. Bcam1349 se une a las regiones promotoras del operon de la celulosa sintasa,
de forma que su unién a c-di-GMP incrementa su afinidad por el promotor de bcsB,
aumentando la expresion de todo el operon bes (Fazli et al., 2011) (Fig. 1.8 D).
Streptomyces venezuelae es una bacteria con un comportamiento multicelular, con
una etapa de crecimiento vegetativo y otra etapa reproductiva, de formacion de hifas
aéreas. El factor de transcripcion BldD es un regulador maestro que inhibe la expresion
de los genes de esporulacion durante el desarrollo vegetativo (den Hengst et al., 2010).
Recientemente, se ha descrito que cuatro moléculas de c-di-GMP son las responsables
de causar la dimerizacion de BldD promoviendo su unién al ADN. El c-di-GMP
reconoce la secuencia RXR-Xg-RXXD presente en cada monémero de BldD (Tschowri
et al., 2014). De esta forma el c-di-GMP actua como una molécula promotora de la
dimerizacion de BldD, para el control de los genes de esporulacion y por tanto, la

transicion hacia la etapa reproductiva en Streptomyces.

2.2.4. Riboswitches

Los riboswitches se encuentran ampliamente distribuidos en el dominio Bacteria y
pueden actuar como activadores o como inhibidores de la transcripcion y/o traduccion.
Se trata de receptores de pequefias moléculas que forman parte de la regiéon 5" no
codificante (UTR) de los ARNm. Estas secuencias de ARN que se conocen como
aptameros, pueden unir diferentes metabolitos y regular la expresion de genes a nivel
transcripcional o a nivel traducional (Shanahan & Strobel, 2012; Sudarsan et al., 2008).

Entre los efectores del c-di-GMP encontramos dos tipos de riboswitches.
Aproximadamente 500 candidatos de riboswitches tipo I, se han sido identificado en
varias especies (Sudarsan et al., 2008). Los de tipo II tienen una distribucion mas
reducida, encontrandose fundamentalmente en Clostridium y Chloroflexi (Lee et al.,
2010). Estos riboswitches son capaces de unir el segundo mensajero c-di-GMP con una
afinidad de hasta 10 pM in vitro. Esta afinidad es mayor a la descrita hasta el momento
para cualquier dominio PilZ, sin embargo todavia no estd clara la afinidad de los

riboswitches por el c-di-GMP in vivo (Hengge, 2010). Entre los genes regulados por
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riboswitches los hay implicados en la formacion de biopeliculas, motilidad, pili y en la
sintesis y degradacion del propio c-di-GMP (Sudarsan et al., 2008)

El c-di-GMP no solo controla el procesamiento del ARN mediante su union a
riboswitches, sino que ademas es capaz de regularlo a través de su union directa con la
enzima polinucleétido fosforilasa (PNPasa), la cual forma parte del degradosoma del
ARN de E.coli. La enzima PNPasa forma un complejo con la DGC DosC y la PDE
DosP, las cuales se encuentran activadas por bajos y altos niveles de oxigeno,
respectivamente. De esta forma el procesamiento del ARN mediado por c-di-GMP esta

afectado por la concentracion de oxigeno ambiental (Tuckerman et al., 2011).

2.2.5. Otros efectores del c-di-GMP

Gracias a las nuevas estrategias de biisqueda de efectores basadas en el empleo de
analogos del c-di-GMP para la captura de posibles proteinas efectoras (Diivel et al.,
2012; Nesper et al., 2012), o en el empleo de la técnica DRaCALA (del inglés
Differential Radial Capillary Action of Ligand Assay) (Roelofs et al., 2011),
recientemente se han descrito varias hipotéticas proteinas efectoras del c-di-GMP. En el
capitulo 3 de esta tesis doctoral se describiran con mas detalle los métodos para la
identificacion de nuevas proteinas efectoras.

Mediante el uso de la técnica DrACALA, se ha identificado un nuevo dominio
conocido como GIL (GGDEF 1 site like domain) en la proteina BesE de E. coli,
Salmonella entérica y Klebsiella pneumoniae. Este presenta una secuencia consenso
RXGD que recuerda al sitio I (RXXD) de las DGC. En Salmonella, BcsE no es
necesaria para la sintesis de celulosa pero si es esencial para la maxima produccion de
este exopolisacarido (Fang et al., 2014).

Empleando un método de captura basado en un compuesto trifuncional
desarrollado en el laboratorio de Urs Jenal, se han identificado varios efectores
(Laventie et al., 2015; Nesper et al., 2012). Diferentes ATPasas de los sistemas de
transporte del flagelo (Flil) y de los sistemas de secrecion tipo III (HreN) y IV (ClpB2)
en diversas especies bacterianas, han sido confirmadas como proteinas efectoras del c-
di-GMP (Trampari et al., 2015). Estos datos han supuesto la implicacion del c-di-GMP
en distintas maquinarias celulares para la exportacion de sustancias al exterior. Esta

misma metodologia fue empleada en la bacteria depredadora B. bacteriovorus para la
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identificacion de tres proteinas que actuan como efectoras en esta bacteria (Rotem et al.,
2016). De estas tres proteinas, dos de ellas (Bd2717 y Bd2402) contienen dominios PilZ
mostrando una alta afinidad por el c-di-GMP (Kp de 0.17 y 0.39 uM respectivamente).
La otra proteina identificada es una acil-CoA-dehidrogenasa (Bd2924), que posee una
menor afinidad por el c-di-GMP (Kp= 7.67 uM).

La cantidad de efectores diferentes sobre los que puede actuar el c-di-GMP, indica
la gran diversidad y complejidad de las rutas de sefializacién relacionadas con este
segundo mensajero. A pesar de los avances de los ultimos afos, es necesario continuar
trabajando en este campo para la comprension de los mecanismos moleculares y de los

procesos biologicos controlados por el c-di-GMP.

1. FUNCIONES CELULARES REGULADAS POR C-DI-GMP

Tras el descubrimiento del c-di-GMP hace 28 afios, este segundo mensajero
aparecié como una molécula clave en bacterias durante la transicion de un estilo de vida
planctonico a un estilo de vida sedentario, tras la adhesién y formacion de biopeliculas
sobre superficies bidticas o abiodticas. Hoy en dia sabemos que el c-di-GMP, ademas,
estd implicado en la supervivencia de patogenos obligados de insectos y mamiferos
(Romling et al., 2013), en el control del desarrollo y la produccién de antibidticos en
estreptomicetes (Tschowri et al., 2014) , la formacion de heterocistos en cianobacterias
(Neunuebel & Golden, 2008) o en la resistencia a estreses en micobacterias (Bharati et
al.,, 2012). En este apartado nos centraremos principalmente en aquellos fenotipos

bacterianos relacionadas con la transicion hacia un estilo de vida sedentario.

3.1. Motilidad bacteriana

El c-di-GMP es capaz de inhibir distintos tipos de motilidad bacteriana: tipo
swimming, swarming, twitching y gliding (Krasteva et al., 2010; Kuchma et al., 2007,
Pérez-Mendoza et al., 2014; Romling et al., 2013). Sin embargo, lo mas sorprendente
son las diversas formas en las que este segundo mensajero puede actuar sobre la
motilidad bacteriana, actuando a nivel transcripcional, postranscripcional y
postraduccional (Wolfe & Visick, 2008).

Existen varios factores de transcripcion capaces de regular la motilidad bacteriana

de una forma dependiente de c-di-GMP. Ademas, muchos de ellos estdn implicados en
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la regulacion inversa de los genes flagelares y la produccion de exopolisacaridos. Asi,
las bacterias controlan de una forma precisa la transicion hacia un estilo de vida
sedentario.

En P. aeruginosa, el factor de transcripcion FleQ regula los genes flagelares de
una manera dependiente de la concentracion de c-di-GMP. Cuando los niveles
intracelulares de c-di-GMP son elevados, la union del c-di-GMP a FleQ inhibe su
actividad ATPasa impidiendo la transcripcion de los genes flagelares (Baraquet &
Harwood, 2013). Por otro lado, estudios transcriptémicos con mutantes VpsT de V.
cholerae muestran un aumento de la expresion de genes del flagelo, indicando una
represion por parte de VpsT (Krasteva et al., 2010). No obstante, hay que destacar que
el efecto inhibitorio de estos factores de transcripcion (FleQ y VspT) sobre los genes
flagelares es muy leve, modulando sus niveles de expresion mas que inhibiéndolos
completamente.

En P. putida la proteina hibrida MorA, que presenta dominios GGDEF y EAL en
tdndem, también regula la transcripcion de genes flagelares al actuar como DGC y
aumentar los niveles de c-di-GMP en esta bacteria. Mutantes en mOrA presentan una
mayor motilidad tipo swimming, ademas de tener mayores cantidades de transcritos del
gen fliC (Wolfe & Visick, 2008)(Choy et al., 2004).

La baja represion de los genes flagelares observada en presencia de elevadas
concentraciones de c-di-GMP, no concuerda con la nula motilidad observada en las
bacterias que forman parte de una biopelicula, por lo que deben de existir otros
mecanismos moleculares que controlen la motilidad a través de los niveles de c-di-GMP
(Romling et al., 2013). En E. coli el c-di-GMP también puede regular la motilidad a
nivel posttraducional, a través de su union con la proteina flagelar YcgR. YcgR posee
un dominio PilZ en el extremo N-terminal capaz de unir c-di-GMP con elevada afinidad
(Ryjenkov et al., 2006). Cuando los niveles intracelulares de este segundo mensajero
comienzan a elevarse por la accion de DGC y/o inhibicion de PDE, la unién del c-di-
GMP al dominio PilZ provoca cambios conformacionales que culminan con la
interaccion entre YcgR y la proteina del rotor FIiG a través de una serie de aminoécidos
cargados (Paul et al., 2010). Esta interaccion YcgR/FliG a su vez impide que FliG
pueda interactuar con la proteina MotA, frenandose el flujo de protones a través de la

membrana necesario para la rotacion del rotor (FliG, FliM y FliN) (Fig. 1.9). De esta
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forma YcgR actia como un auténtico freno molecular al disminuir la rotacién del
flagelo cuando los niveles intracelulares de c-di-GMP son elevados (Boehm et al.,

2010; Paul et al., 2010).

MotA y MotB
(estator) FliG

Aas cargados

T.\

Figura 1.9. Modelo esquematico del control de la motilidad por YcgR y c-di-GMP. La unién del c-di-
GMP al dominio PilZ de YcgR desencadena cambios conformacionales que favorecen su interaccion con
FliG. Esta interaccion YcgR/FIiG impide que la superficie cargada de FliG se una a la proteina MotA,
inhibiendo el movimiento de rotacion del flagelo. Aminoacidos (Aas). Adaptado de Paul et al., 2010.

En el caso de Salmonella entérica, la motilidad esta regulada, ademas de por
YcgR, por la produccion de celulosa cuando los niveles intracelulares de c-di-GMP son
elevados. La mayor cantidad de celulosa producida en respuesta a un aumento de los
niveles de c-di-GMP, rodea las células actuando como un impedimento fisico para la
rotacion del flagelo (Zorraquino et al., 2013). Este trabajo pone de manifiesto la
importancia de la celulosa en Salmonella durante la transicion hacia un estilo de vida
sedentario, donde ademas de formar parte de las biopeliculas contribuye a inhibir
completamente la motilidad.

Hasta el momento solo hemos descrito inhibicion de los tipos de motilidad que
dependen de flagelos, como son swimming y swarming (Kearns, 2010). Sin embargo, la
motilidad tipo twitching depende de la retraccion y extension de pili tipo IV, cuya
sintesis también se encuentra regulada por c-di-GMP. En P. aeruginosa la biogénesis de
los pili tipo IV y la motilidad twitching requieren de FimX, una proteina que une c-di-
GMP a través de su dominio EAL degenerado (Jain et al., 2012). En el patogeno de
plantas Xanthomonas, la retraccion y extension de los pili tipo IV también depende del
c-di-GMP, donde un complejo proteico compuesto por RpfG (HD-GYP), dos DGC y
una proteina con un dominio PilZ, interaccionan con las ATPasas encargadas de la

retraccion de dichos pili (Ryan et al., 2012a). Estos datos sugieren que la retraccion y
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extension de los pili tipo IV podria estar controlada por rapidas fluctuaciones en los
niveles locales de c-di-GMP (Romling et al., 2013).

La motilidad tipo gliding depende de complejos focales de adhesion. El control de
este tipo de motilidad por c-di-GMP es menos conocido. Sin embargo, en B.
bacteriovorus la motilidad tipo gliding es utilizada sobre superficies durante la fase de
ataque, para la busqueda de nuevas presas. La mutacion de DgcA (Bd0367), una de las
tres DGC que posee esta bacteria, impide la motilidad tipo gliding en esta bacteria

depredadora (Hobley et al., 2012).

3.2. Exopolisacaridos requlados por c-di-GMP

La produccion de exopolisacaridos (EPSs) bacterianos es un proceso fisioldgico
controlado por diferentes situaciones. Entre los papeles que desempefian los EPSs estan
el mantenimiento de la integridad de las envueltas celulares, la proteccion frente a la
desecacion y otros estreses, asi como la formacion de biopeliculas (Whitney & Howell,
2012).

Hasta el momento, se conocen cuatro mecanismos diferentes para la sintesis y
secrecion de EPS bacterianos: I) la ruta dependiente del sistema Wzx/Wzy, donde las
subunidades oligosacaridicas, producidas por una o varias glicosiltransferasas
citoplasmaticas y unidas a un residuo de undecaprenil fosfato, son translocadas al
espacio periplasmico por una flipasa (Wzx). Es aqui donde ocurre la polimerizacion a
cargo de la proteina Wzy antes de ser exportados al exterior. II) Dependientes de
transportadores tipo ABC, sistema usualmente empleado para la produccion de CPS.
IIT) Dependientes de sintasa, glicosiltransferesas que acoplan la sintesis con la secrecion
del polimero a través de la membrana, como la celulosa sintasa. IV) Sintesis
extracelular, lo que implica la secrecion al medio de sintasas que quedan
covalentemente unidas a la membrana bacteriana (Schmid et al., 2015).

En la actualidad se tienen datos de que el c-di-GMP regula la produccion de EPSs
que utilizan bien sistemas Wzx/Wzy o bien sistemas sintasa-dependientes (Liang, 2015;
Pérez-Mendoza & Sanjuan, 2016). En esta seccidon nos centraremos en aquellos EPS
producidos por distintas bacterias que se encuentran regulados por el segundo

mensajero c-di-GMP, tanto a nivel transcripcional como a nivel posttraducional.
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3.2.1. Celulosa

La celulosa es un polimero constituido por residuos de D-glucosa unidos por
enlaces B-(1-4), que ha sido documentado en una gran variedad de especies bacterianas.
Una de las primeras bacterias donde se describid la sintesis de celulosa fue en
Gluconacetobacter xylinus (Ross et al., 1987; Ross et al., 1991), pero después se ha
documentado en patdgenos de plantas como A. tumefaciens o Erwinia chrysanthemi
(Matthysse, 1983; Romling, 2002), patdégenos de peces (Bassis & Visick, 2010),
bacterias fijadoras de nitrogeno del género Rhizobium (Napoli et al., 1975), y en
enterobacterias como E. coli o Salmonella (Solano et al., 2002; Zogaj et al., 2001).
Ademas, la celulosa es uno de los componentes habituales de muchas biopeliculas
bacterianas.

La sintesis de celulosa corre a cargo de la celulosa sintasa, un complejo proteico
formado por las subunidades cataliticas BesA (CelA) y BesB (CelB) (Omadjela et al.,
2013). BcsA es una proteina de membrana interna formada por 8 hélices
transmembrana, un dominio glicosiltransferasa (GT) citoso6lico y un dominio PilZ C-
terminal (Fig. .10A). BcsB es una proteina periplasmica anclada a la membrana interna
por un dominio transmembrana. BesC, otra proteina del complejo proteico, es necesaria
para exportar la cadena polisacaridica desde el periplasma hacia el exterior. En
determinadas especies, existen proteinas accesorias que son necesarias para la maxima
produccion de celulosa (Romling & Galperin, 2015).

Atendiendo a la presencia o ausencia de genes que codifican para estas proteinas
accesorias, se pueden establecer tres clases de operones de celulosa: 1) tipo I, se
encuentran en a-, - y y-Proteobacterias y se caracterizan por la presencia de bcsD, cuya
funcién es dirigir la cadena de celulosa hacia la membrana externa; ii) tipo II, presente
en - y y-Proteobacterias y se caracterizan por la presencia de bcsG y besE. La proteina
BesE también puede unir c-di-GMP a través de su dominio GIL, dando un nivel de
regulacion adicional a la produccion de celulosa en estas bacterias; ii1) tipo III, lo
encontramos en Agrobacterium y Rhizobium, incluye los genes bcsZ, bcsK pero no
bcsD, besE ni besG (Romling & Galperin, 2015).
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Figura 1.10. Complejo celulosa sintasa. A) Representacion esquematica del complejo celulosa sintasa.
La cadena creciente del polisacarido (hexdgonos azules), atraviesa la capa de peptidoglucano (PG) gracias
a proteinas accesoria (en azul) y sale al exterior a través de la proteina de membrana externa (ME) BcesC.
B) Estructura terciaria de BcsA y BcesB de la bacteria Rhodobacter sphaeroides. Se representa el
mecanismo de activacion de la celulosa por c-di-GMP al desplazar el denominado gating loop (en azul)
de BesA. MI, membrana interna. Adaptado de Whitney y Howell, 2012 y de Morgan et al. 2014.

Las celulosa sintasas utilizan UDP-glucosa como substrato. Esta molécula es transferida
al grupo hidroxilo 4" no reductor de la cadena polisacaridica creciente, liberandose UDP
(Fujiwara et al., 2013). Las fibras de celulosa van siendo translocadas a través de un
canal de membrana formado por BcsA, acoplandose de esta manera la sintesis y la
exportacion del polimero (Morgan et al., 2013). En ausencia del segundo mensajero c-
di-GMP, BcsA, se encuentra en un estado “autoinhibido” en el que el acceso del
sustrato UDP-glucosa al centro activo esta bloqueado por el denominado gating loop
(Fig. 1.10B). La unién del c-di-GMP al dominio PilZ de BcsA provoca cambios
conformacionales en la proteina, que culminan con el alejamiento del C-terminal del
sitio activo, lo que permite el libre acceso del sustrato al sitio activo y la actividad
enzimatica (Morgan et al., 2014).

Ademas de la regulacion alostérica por c-di-GMP de la celulosa sintasa, existen
mecanismos de regulacion adicionales en diferentes bacterias. En G. xylinus, la
produccion de celulosa depende de la concentraciéon de oxigeno, activandose en
condiciones aerdbicas. A través de su dominio PAS, la PDE Al percibe los niveles de

oxigeno. Cuando estos son bajos se estimula la actividad PDE, manteniendo bajos los
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niveles intracelulares de c-di-GMP e impidiendo la produccion de celulosa (Chang et
al., 2001).

En otras bacterias la regulacion de la celulosa depende de la activacion de
determinadas DGC que aporten la cantidad necesaria de c-di-GMP para la celulosa
sintasa. Por ejemplo en E. coli y S. typhimurium, la biosintesis de celulosa esta regulada
principalmente por las DGC YedQ y AdrA (Zogaj et al., 2001), mientras que en A.
tumefaciens la DGC CelR, homologa a PleD de Caulobacter, parece ser la principal
encargada de suministrar el c-di-GMP a la celulosa sintasa (Barnhart et al., 2013).

En algunos miembros de Pseudomonas la produccion de celulosa se encuentra
regulada a nivel transcripcional por el factor de transcripcion AmrZ, el cual se une a la
region promotora del operdn de la celulosa impidiendo la transcripcion de los genes
wss, ademdas de regular la expresion de otras dianas como las DGC MorA y AdcA
(Prada-Ramirez et al., 2015). Ademas, en P. fluorescens la expresion constitutiva de la
DGC WspR regula la transcripcion del operdn de la celulosa (Goymer et al., 2006).
También se da una regulacion transcripcional de la produccion de celulosa en B.
cenocepacia, a través de la union del c-di-GMP al factor de transcripcion Bcam1349
(Fazli et al., 2011) (Fig. 1.8).

3.2.2. Alginatos

Son polimeros lineales de alto peso molecular, constituidos por residuos de 4acido
B-D-manurénico y su epimero o-L-gulurdnico en distintas proporciones, y unidos por
enlaces B-(1-4) (Evans & Linker, 1973). Los alginatos son comunes en las paredes
celulares de algas pardas-marrones (Phaeophyceae), pero también ciertas bacterias
producen alginato. Por ejemplo, es el principal exopolisacarido producido por cepas
mucosas de P. aeruginosa aisladas de pacientes con fibrosis quistica cronica,
protegiéndolas frente al sistema inmunitario y a la fagocitosis por los macrofagos
(Mann & Wozniak, 2012). En bacterias la produccion de este polisacarido esta
principalmente regulada por c-di-GMP a nivel posttraducional. En Pseudomonas, Alg44
(PA3542) es una proteina de membrana interna que forma parte del complejo proteico
encargado de la biosintesis de alginato. Alg44 posee un dominio PilZ en el extremo N-
terminal capaz de unir c-di-GMP con gran afinidad (Merighi et al., 2007). El

mecanismo por el cual la union del c-di-GMP activa la produccion de alginato es atn
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desconocido, aunque todo indica que la interaccion del c-di-GMP con el dominio PilZ
desencadena cambios conformacionales en la proteina, que facilitan la interaccién con
otras proteinas de la maquinaria de sintesis y translocacion del alginato (Romling et al.,
2013).

La produccion de este polisacarido también se encuentra regulada a nivel
transcripcional a través del factor de transcripcion AmrZ mencionado anteriormente. En
este caso, al contrario que en la celulosa, AmrZ actuaria como un activador al unirse al

operon del alginato (Jones et al., 2013).

3.2.3. Psl y Pel

El Psl esta formado por subunidades pentasacaridicas repetidas, compuestas de L-
ramnosa, D-manosa y D-glucosa (Ma et al., 2007), mientras que el Pel es un
polisacarido rico en glucosa cuya estructura quimica aun es desconocida (Vasseur et al.,
2005). Los exopolisacaridos Psl y Pel son los principales componentes de la matriz
extracelular de las cepas no mucosas de P. aeruginosa. Mientras que la capacidad de
producir Pel se encuentra muy extendida dentro de todas las cepas de esta especie, la
produccion de Psl estd mas limitada.

Ambos polisacaridos son activados a nivel transcripcional por c-di-GMP. El
factor de transcripcion FleQ actua como un activador de la transcripcion de los genes
pel y psl tras su union con el c-di-GMP. La regulacion del polisacarido Pel por c-di-
GMP a nivel transcripcional se ha descrito detalladamente en el apartado 2.2.3.

La biosintesis del EPS Pel se encuentra ademas regulada por c-di-GMP a nivel
posttraducional. La proteina PelD, que forma parte del complejo proteico de sintesis de
Pel, es una DGC de membrana con un dominio GGDEF citoplasmatico degenerado,
pero que conserva un sitio [ (RXXD) capaz de unir c-di-GMP con una afinidad entre 1 y
2 uM. La unién del c-di-GMP a PelD es necesaria para la correcta produccion del EPS
Pel (Lee et al., 2007; Whitney et al., 2012). No obstante, el mecanismo por el cual el c-

di-GMP activa la produccion de este EPS es aun desconocido.
3.2.4. Poli-p-1,6-N-acetil-glucosamina (PNAG)

El PNAG es otro exopolisacarido producido por una gran variedad de bacterias

tanto Gram-positivas como Gram-negativas (Pérez-Mendoza et al., 2011b; Whitney &
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Howell, 2012). En E. coli la produccion de PNAG depende del complejo proteico
PgaABCD (Itoh et al., 2008). Las proteinas PgaA y PgaB se encargan del transporte al
exterior de las cadenas crecientes de PNAG, mientras que PgaC y PgaD forman las
subunidades cataliticas necesarias para la sintesis de este polisacarido. PgaC presenta un
dominio glicosiltransferasa encargado de afiadir las unidades de UDP-N-acetil-
glucosamina (UDP-GIcNAc) a la cadena de PNAG creciente. PgaD es una proteina de
membrana interna cuya funcion se desconoce, pero es esencial para la sintesis de este

EPS (Wang et al., 2004).

Bajos niveles Altos niveles
c-di-GMP c-di-GMP

Proteasa

Figura 1.11. Representacion esquematica de la activacion del complejo PgaCD por c-di-GMP en E.
coli. Cuando la concentracion de c-di-GMP es baja, PgaD (en gris) es rapidamente degradada por
proteasas, impidiendo la formacion de poli-N-acetil-glucosamina (PNAG). Cuando los niveles de c-di-
GMP se elevan, este segundo mensajero se une a ambas proteinas PgaD y PgaC (en azul) estabilizando el
complejo. Modificado de Steiner et al., 2012.

Estudios llevados a cabo en el laboratorio de Urs Jenal (Basel, Suiza), pusieron de
manifiesto que el c-di-GMP interacciona directamente con las dos subunidades PgaC y
PgaD, estabilizando la interaccion de ambas proteinas e incrementando la actividad
glicosiltransferasa (Fig. I.11). En condiciones de bajas concentraciones de c-di-GMP,
por la inhibicion de las DGC YdeH y DosC, PgaD no interacciona con PgaC y es
rapidamente degradado por proteasas, impidiendo la sintesis de PNAG (Steiner et al.,
2012). Este fue el primer trabajo que demostré que el c-di-GMP puede facilitar las

interacciones proteina-proteina.

3.2.5. Exopolisacarido unipolar (UPP)
El patégeno de plantas A. tumefaciens es capaz de producir un glucomanano o
polisacarido unipolar (UPP), ademds de celulosa, en respuesta a altos niveles de c-di-

GMP (Xu et al., 2013). Este UPP es producido rapidamente en uno de los polos de la
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célula tras establecer contacto con superficies tanto abidticas como bioticas. Es
imprescindible para la formacion de biopeliculas y agregados en forma de rosetas por A.
tumefaciens, ya que mutantes en el gen UPPE son incapaces de formar estas estructuras
(Xu et al., 2012). La sobreexpresion de la DCG homologa a PleD de C. crescentus,
CelR, provoca un incremento en la produccion de UPP independiente del contacto con
una superficie. Este UPP, ademas, estd indirectamente regulado a nivel transcripcional
por los factores de transcripcion VisN y VisR, implicados en el control de la motilidad
en S. meliloti (Fig. 1.12) (Sourjik et al., 2000). La proteina VisR ejerce una regulacion
negativa sobre la produccion de UPP a través de la inhibicion de tres DGC, indicando
que el c-di-GMP es necesario para la produccion del polisacarido, aunque el mecanismo
por el cual el c-di-GMP ejerce su accion es atin desconocido (Xu et al., 2013).
Recientemente se ha descubierto que el compuesto heterociclico Pterina, es capaz
de regular la concentracion de c-di-GMP en A. tumefaciens, a través de un mecanismo
que modula la doble actividad DGC y PDE de DcpA (Fig. 1.12) (Feirer et al., 2015). La
formacion del UPP en A. tumefaciens no solo depende de elevados niveles de c-di-
GMP, sino que existen otras sefiales reguladores, como las concentraciones de fosfato y

de calcio en el medio (Matthysse, 2014; Xu et al., 2012).

-

c-di-GMP

Figura 1.12. Modelo de la regulacién del polisacarido unipolar (UPP) a través de c-di-GMP en A.
tumefaciens. Los altos niveles de c¢-di-GMP promovidos por la activacion de DGC y/o inhibicion de
PDE, activan la produccion de UPP. Varias DGC son reprimidas a nivel transcripcional indirectamente
(linea discontinua) por los reguladores VisNR, los cuales controlan la expresion de los genes flagelares.
Asi mismo, la actividad PDE esta indirectamente modulada por el compuesto pterina.

Los genes encargados de la biosintesis del UPP, uppABCDEF (Atul1235-1240), se

encuentran muy conservados en otras bacterias de la familia Rhizobiaceae y en algunos
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miembros de a-Proteobacterias como C. crescentus. El gen uppE es homologo al bien
caracterizado hfsE de C. crescentus, implicado en la biosintesis del pediculo que anclara
la célula a una superficie (Toh et al., 2008). En R. leguminosarum, este polisacarido
polar habia sido previamente descrito como un polisacarido neutro de alto peso
molecular rico en glucosa y manosa, por lo que se denominé glucomanano (Laus et al.,
2006). En la interaccion R. leguminosarum-veza, el glucomanano es necesario para la
adhesion de la bacteria a las raices en condiciones de pH ligeramente acido (Laus et al.,

2006; Williams et al., 2008).

3.2.6. p-glucano de enlaces mixtos (MLG)

La produccion del recientemente descubierto B-glucano de enlaces mixtos (MLG)
en S. meliloti 8530, también se encuentra regulada alostéricamente por c-di-GMP
(Pérez-Mendoza et al., 2015). Este polisacarido esta formado por unidades de D-glucosa
unidas por enlaces B (1-3) y B (1-4) alternantes. Su biosintesis corre a cargo de los genes
bgsBA (Smb20390-20391), localizados en el plasmido simbidtico pSymB.

El producto del gen bgsB contiene un dominio de la familia de transportadores
HlyD implicados en la exportacion de una gran variedad de compuestos (Pimenta et al.,
2005). Ademas, BgsB presenta homologia con proteinas de fusion de membrana (MFP),
las cuales forman poros o canales a través de las membranas interna y externa de la
bacteria para la excrecion de diversos compuestos, siendo por tanto probable su papel en
la excrecion del MLG al exterior celular. BgsA es una proteina de membrana compuesta
por 7 hipotéticos dominios transmembrana, una region citoplasmatica con un dominio
glicosiltransferasa (GT) muy conservado y un dominio C-terminal capaz de unir c-di-
GMP, que no corresponde a un dominio PilZ (Pérez-Mendoza et al., 2015). E1 MLG se
puso de manifiesto mediante la sobreexpresion de la DGC heterdloga PleD*, por lo que
podriamos pensar que la unién del c-di-GMP al dominio C-terminal de BgsA
provocaria cambios conformacionales en la proteina activando la biosintesis de este

polisacarido, de una forma anéloga a la activacion de la celulosa.

3.2.7. Curdlan
Este EPS producido por la bacteria A. tumefaciens tiene una gran importancia

econdmica, ya que se utiliza como agente gelificante en la industria alimentaria y como
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componente en tratamientos antitumorales y anti-VIH (Mclntosh et al., 2005). El
curdlan estd formado por cadenas lineales de residuos glucosidicos unidos por enlaces
B-(1-3) y su biosintesis corre a cargo de los genes crdASCR (Zhang & Edgar, 2014). La
estructura secundaria y terciaria de la curdlan sintasa CrdS presenta gran similitud con
la MLG sintasa y la celulosa sintasa.

La producciéon de curdlan se ve estimulada por un descenso en el contenido de
nitrogeno del medio, por lo que su biosintesis se ve afectada por el sistema de dos
componentes NtrC/NtrB. Ademas de la concentracion de nitrégeno, la produccion de
curdlan se encuentra regulada por c-di-GMP a nivel transcripcional. Estudios
transcriptomicos realizados durante la produccion de curdlan en A. tumefaciens,
pusieron de manifiesto que tres DGC se encontraban sobreexpresadas en estas
condiciones (Ruffing & Chen, 2012). La construcciéon de mutantes delecionados en
estas tres DGC, corroboraron los datos mostrados en los microarrays. La deleccion del
gen AGRO_3967 redujo hasta en un 57% la produccion de curdlan en comparacion con
la cepa silvestre, indicando la importancia del c-di-GMP producido por esta DGC en la

sintesis de curdlan.

3.2.8. Xantano

EL xantano es un polimero producido por Xanthomonas campestris a través del
sistema Wzx/WxY. Estd compuesto por la repeticion de un pentasacarido que constituye
un esqueleto de celulosa al que se une de forma alternante, mediante enlaces a-(1-3), un
trisacarido compuesto por dos unidades de manosa y una de acido glucuronico (Becker,
2015; Jansson et al., 1975).

La produccion de xantano corre a cargo de los genes gum. Debido a la
importancia econdmica e industrial del xantano, toda la ruta biosintética es muy bien
conocida (Becker et al., 1998; Becker, 2015). Su produccion depende del factor de
transcripcion Clp, una proteina efectora capaz de unir c-di-GMP y que controla la
virulencia en Xanthomonas (He et al., 2007). La regulacion por c-di-GMP del xantano
es hasta el momento el unico ejemplo de una regulacion negativa de un EPS por
diguanilato ciclico. La union del c-di-GMP a Clp provoca la disociacion de este del

ADN, impidiendo la transcripcion de los genes gum (Chin et al., 2010).
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3.2.9. VPS

El EPS de Vibrio cholerae o VPS es un heteropolisacarido lineal formado por
unidades de glucosa, galactosa y acido 2-acetamido-2-deoxi-gulurénico (Lim et al.,
2006). EI VPS es necesario para la formacién de biopeliculas por esta bacteria. Su
regulacion estd a cargo de los factores de transcripcion VpsR y VpsT, dos proteinas
efectoras que responden a los niveles intracelulares de c-di-GMP. La unién del c-di-
GMP a VpsT provoca su dimerizacion, uniéndose a la region promotora de los genes
vps y activando su expresion (Krasteva et al., 2010; Shikuma et al., 2012; Zamorano-
Sanchez et al., 2015).

3.2.9. EPS de Listeria

La bacteria Listeria monocytogenes produce un EPS formado por una cadena de
N-acetil-manosamina unidas por enlaces B-(1-4) y decorado con residuos de galactosa
(Koseoglu et al., 2015). Este EPS protege a las bacterias de la desecacion y de agentes
desinfectantes, por lo que tiene especial importancia en la persistencia de esta bacteria
en los alimentos contaminados y en el medio ambiente. Su sintesis depende del operén
pssABCDE, donde pssC codifica para una glicosiltransferasa de tipo II (Chen et al.,
2014). El ultimo gen del operdn, pssE, codifica para una proteina con un dominio
GGDEEF degenerado pero con capacidad para unir c-di-GMP en el sitio 1. De esta forma,
la union del c-di-GMP a PssE activa la produccion del EPS de Listeria (Koseoglu et al.,
2015).

3.3. Formacion de biopeliculas

En la naturaleza, las bacterias se encuentran generalmente viviendo en forma de
comunidades o biopeliculas adheridas a superficies, tanto bidticas como abidticas. La
matriz de estas biopeliculas esta formada por diversas sustancias poliméricas, como
polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos (Gloag et al., 2013; O'Toole et al., 1999).
Ademés de inmovilizar a las bacterias, los componentes extracelulares de las
biopeliculas proporcionan una mayor retencion de los liquidos, asi como de nutrientes y
otras moléculas. Ademads, las biopeliculas proporcionan proteccion frente a estreses
mecanicos y frente a compuestos toxicos, de hecho las bacterias que forman parte de

biopeliculas muestran una tolerancia mayor al tratamiento con antibidticos y suelen
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estar asociadas a enfermedades cronicas e infecciones nosocomiales (Romling &
Balsalobre, 2012).

La transicion de una vida movil a una vida en biopelicula presenta varias etapas:
en primer lugar las células necesitan alcanzar una superficie estableciendo un contacto
reversible con la misma. Posteriormente, las bacterias comienzan a dividirse dando
lugar a la formacion de microcolonias (Mann & Wozniak, 2012). En una etapa
posterior, las bacterias comienzan a secretar compuestos que forman parte de la matriz
extracelular, quedando las células irreversiblemente adheridas (Martinez-Gil et al.,
2014). La biopelicula madura presenta una estructura tridimensional muy organizada,
con canales para la difusiéon del oxigeno y de nutrientes. Algunas células de la
biopelicula son liberadas de la matriz extracelular para su dispersion y la colonizacién

de nuevos habitats, comenzando de nuevo el ciclo (Fig. [.13).
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Figura 1.13. Etapas durante la formacion de biopeliculas bacterianas. Las bacterias planctonicas, en
respuesta a un aumento de los niveles intracelulares del segundo mensajero c-di-GMP, comienzan a
disminuir la motilidad y adherirse a una superficie. Estas bacterias adheridas comienzan a secretar
exopolisacaridos y otras macromoléculas que forman parte de la matriz extracelular, para dar lugar a una
biopelicula madura, de la que algunas células seran liberadas posteriormente, comenzando de nuevo el
ciclo. Adaptado de Krasteva et al., 2012.

Todos los componentes extracelulares conocidos que contribuyen a la formacién
de biopeliculas estan regulados por c-di-GMP (Romling et al., 2013). Como se ha
descrito en la seccion anterior, la produccion de diferentes exopolisacaridos bacterianos
se encuentra regulada, tanto a nivel transcripcional como a nivel posttraducional, por
este segundo mensajero. Para el establecimiento de biopeliculas también son
importantes ciertas proteinas secretadas a través de sistemas de secrecion tipo I
conocidas como adhesinas. Las adhesinas son proteinas de gran tamafio con una

estructura repetida y que intervienen en la unién irreversible de las bacterias a una
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superficie (Martinez-Gil et al., 2014; Yousef & Espinosa-Urgel, 2007). En P.

fluorescens y P. putida la secrecion de la adhesina LapA se encuentra regulada por los
niveles intracelulares de c-di-GMP. De igual forma, en el fitopatogeno Pectobacterium
atrosepticum, la secrecion al exterior de la adhesina MRP depende del balance de los
niveles intracelulares de c-di-GMP (Pérez-Mendoza et al., 2011a). Las fimbrias y pili
tipo IV, son elementos también importantes para la formacion de biopeliculas, sobre
todo en bacterias patogenas como P. aeruginosa o K. pneumoniae (Alm et al., 1996;
Jones et al., 2015; Wilksch et al., 2011). La produccion de estas estructuras se encuentra
regulada a nivel transcripcional por c-di-GMP, a través de la induccion de los genes que
codifican su maquinaria biosintética.

Otro mecanismo importante para el establecimiento de biopeliculas y que se
encuentra bajo el control del segundo mensajero c-di-GMP, es la inhibicion de los
diferentes tipos de motilidad bacteriana (Hengge, 2009; Kuchma et al., 2007; Paul et
al., 2010). Como se ha descrito en secciones anteriores, el c-di-GMP puede regular la
motilidad a nivel transcripcional, a través de factores de transcripcion como FleQ, o a
nivel posttraducional (Baraquet & Harwood, 2013; Paul et al., 2010; Ryjenkov et al.,
2006).

IV. SENALIZACION POR C-DI-GMP__EN BACTERIAS QUE
INTERACCIONAN CON PLANTAS

El continuo intercambio de sefales que tiene lugar entre las plantas y las bacterias
durante el establecimiento de una interaccion patogénica o simbiodtica, debe de ser
interiorizado por las bacterias para adaptar y modificar su comportamiento, asi como
coordinar en el tiempo y en el espacio la expresion de determinantes esenciales para la
colonizacion o invasion de la planta (Mole et al., 2007). En estas etapas iniciales de la
interaccion con la planta, funciones bacterianas como la motilidad, la produccion de
exopolisacaridos, la formacion de biopeliculas en distintas superficies de las plantas o la
secrecion de adhesinas y factores de virulencia, son claves para el éxito de una relacion
planta-bacteria. El segundo mensajero c-di-GMP es, a priori, una molécula clave a la
hora de orquestar todos estos procesos bacterianos, interiorizando las sefales
ambientales percibidas, a través de redes y cascadas regulatorias que culminan con una

o0 varias respuestas concretas. Por lo tanto, es 16gico pensar que este segundo mensajero
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pueda tener un papel relevante en la regulacion de la transicion entre estos dos estilos de
vida: saprofitica versus asociada a una planta hospedadora.

Las plantas exudan compuestos que constituyen una fuente de nutrientes para los
microorganismos que interaccionan con ellas. La mayor fuente de estos nutrientes los
encontramos en la rizosfera, donde se calcula que el 10-30% del carbono fijado por las
plantas, es liberado en forma de exudados por las raices (Danhorn & Fuqua, 2007).
Cuando las bacterias del suelo se encuentran con una planta susceptible de colonizacion,
deben de modificar su comportamiento para pasar de un estilo de vida libre saprofitico a
otro en intimo contacto con la planta. El c-di-GMP es un segundo mensajero implicado
en la transicion hacia un estilo de vida sedentario en numerosas bacterias (Aldridge et
al., 2003; Barraud et al., 2009; Garcia et al., 2004; Romling et al., 2013; Simm et al.,
2004).

De esta forma y generalizando, podemos hipotetizar un modelo en el que las
bacterias que interaccionan con las plantas se encontrarian viviendo de forma saprofitica
en el suelo, explorando nuevos nichos ecoldgicos. Ante una sefial ambiental adecuada,
como la generada por la presencia de una planta, los sistemas de transduccion
bacterianos permitirian que los niveles de c-di-GMP se incrementaran por la activacion
de una o varias DGC y/o inhibicion de PDEs. El incremento en los niveles intracelulares
de este segundo mensajero regularia de forma precisa, por una parte el “apagado” de las
funciones requeridas para el estilo de vida que deja atrés, activando aquellas que son
necesarias para la colonizacion del nuevo habitat que se le presenta. La regulacion
adecuada de esta transicion permitiria en ultima instancia a las bacterias establecerse de
forma sedentaria sobre la superficie de la planta y poder llevar a cabo una interaccioén
satisfactoria, simbiotica o patogénica, con la planta hospedadora (Fig. 1.14).

Conocer las cascadas de sefializacion en las que esta implicado el c-di-GMP, asi
como sus dianas, es decisivo para profundizar en el conocimiento de las relaciones
mutualistas y patogénicas que las bacterias establecen con las plantas. Esto permitira
desarrollar estrategias biotecnoldgicas para la mejora de aquellas plantas con interés

agrondmico que establezcan alguna relacion con bacterias.
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Figura 1.14. Modelo de la fluctuacién de los niveles intracelulares de c-di-GMP en las bacterias que
interaccionan con plantas. De forma general, los niveles de c-di-GMP bajos (parte izquierda de la
imagen) fomentan los procesos bacterianos involucrados en la vida saprobia individual, mientras que
cuando los niveles intracelulares de c¢-di-GMP son elevados, las Dbacterias se encontraria
predominantemente en forma de biopeliculas en intima asociacion con la planta hospedadora.

La mayor o menor presencia de genes involucrados en sefializaciéon por c-di-
GMP, es dependiente del estilo de vida bacteriano. De forma general, las bacterias que
se enfrentan a ambientes muy complejos y cambiantes poseen un niumero elevado de
genes que codifican para proteinas implicadas en sintesis, degradacién o interaccion con
el c-di-GMP, y mayor que en bacterias que se desarrollan en ambientes estables
(Galperin et al., 2010). Asi por ejemplo, el genoma del patdogeno oportunista Vibrio
vulnificus codifica para un total de 99 proteinas con dominios GGDEF, EAL, HD-GYP
o PilZ, mientras que en el parasito obligado Helicobacter pylori no se ha identificado
ninguna (Jenal & Malone, 2006).

Se puede considerar que las bacterias que interaccionan con plantas se desarrollan
en ambientes complejos y cambiantes. Estudios bioinformaticos llevados a cabo en
nuestro laboratorio (Prada-Ramirez, 2014), muestran que los genomas de bacterias que
interaccionan con plantas contienen un gran nimero de genes implicados en el
metabolismo del segundo mensajero c-di-GMP. Paraddjicamente, tan solo unos pocos
genes codifican para proteinas efectoras con dominios PilZ (Tabla I.1), el tnico tipo de

efectores que puede actualmente reconocerse por métodos bioinformaticos.
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Tabla 1.1. Proteinas con dominios GGDEF, EAL, HD-GYP y PilZ codificadas en los
genomas de diferentes especies que interaccionan con plantas

Especie N° genes* EAL® GGDEF GGDEF/EAL PilZ HD-GYP
Bradyrhizobium japonicum 8317 4 12 23 9 3
USDA110
Rhizobium etli CFN42 5963 0 14 21 3 1
Rhizobium leguminosarum 7150 0 15 22 3 7
bv. viciae 3841
Sinorhizobium meliloti 1021 6205 1 6 12 2 -
Mesorhizobium loti MAFF 7275 ) 16 16 ) 1
303099
Agrobacterium tumefaciens 5402 1 16 13 3 1
C58
Pseudomonas syringae pv. 5608 ) 16 19 8 1
tomato DC3000
Pectobacterium atrosepticum 4472 7 13 4 2 1
Xanthomonas campestris pv. 4181 4 21 10 4 3
campestris

* Ntmero total de genes en el genoma
® excluyendo las proteinas que presentan los dos dominios en tindem
Datos recogidos de (Prada-Ramirez, 2014)

Una de las rutas de senalizacion por c-di-GMP mejor caracterizadas entre
bacterias que interaccionan con plantas la encontramos en el fitopatdgeno Xanthomonas
campestris pv. campestris (Xcc), agente causal de la podredumbre negra de las
cruciferas. En esta bacteria el c-di-GMP regula la virulencia y la motilidad conectando
con la sefalizacion por quorum sensing (Chin et al., 2010; Ryan et al., 2007).

La molécula de quorum sensing DSF (del inglés, difusible signaling factor), es un
acido graso insaturado imprescindible para la virulencia en esta bacteria, cuya sintesis
depende de la proteina RpfF. Cuando el DSF es detectado por la quinasa RpfC, ésta
fosforila el dominio REC de RpfG incrementando la actividad PDE asociada a su
dominio HD-GYP (Fig. I.15). RpfG afecta a la produccion de factores de virulencia,
como enzimas extracelulares y el polisacarido xantano, a través del factor de
transcripcion Clp. La interaccion del c-di-GMP con Clp impide su unidén con las
regiones promotoras de los genes que regula, inhibiendo su transcripcion. De esta
forma, la reduccion de los niveles de c-di-GMP por RpfG promueve la virulencia en
esta bacteria.

Ademas, la molécula DSF también regula la motilidad tipo twitching en

Xanthomonas, a través de un sorprendente mecanismo. La PDE RpfG interactua con
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dos DGC a través de un dominio DxD situado proximo al dominio GGDEF (Ryan et al.,
2012a). Este complejo a su vez recluta una proteina con un dominio PilZ para
interactuar con las ATPasas de membrana PilT y PilU, responsables de la retraccion y
protrusion de los pili tipo IV (Ryan et al., 2010). Pero lo mas llamativo es que la
interaccion de RpfG con las dos DGC ocurre de forma independiente de la actividad
DGC, ya que mutaciones en el dominio GGDEF o en el sitio inhibitorio I no afectan a

su union con RpfG (Ryan et al., 2012a).

Baja densidad celular Alta densidad celular

DSF+ + +++ -+ <+ DsF

A Motilidad
A A,

Ajah
AAA’A:

c-di-GMP

Figura 1.15. Integracion del quorum sensing a través del segundo mensajero c-di-GMP en
Xanthomonas. El reconocimiento de la molécula de quorum sensing DSF por RpfC, promueve la
actividad PDE de RpfG, disminuyendo los niveles de c-di-GMP. Esto permite que el factor de
transcripcion Clp pueda activar los genes responsables de la virulencia. Por otro lado, la interaccion de
RpfG con dos DGC y una proteina con dominio PilZ, permite el control de la motilidad tipo twitching de
esta bacteria. Las flechas continuas representan activacion, mientras que las flechas discontinuas indican
una produccion basal de DSF. Adaptada de Srivastava & Waters, 2012.

En numerosas especies de Pseudomonas, el segundo mensajero c-di-GMP regula
la formacion de biopeliculas, la motilidad y la produccion de factores de virulencia.
Debido a la importancia clinica de bacterias patdogenas de humanos, el estudio del c-di-
GMP en este género se ha centrado fundamentalmente en P. aeruginosa. Sin embargo,
el papel del c-di-GMP en bacterias promotoras del crecimiento de plantas (PGPR) como

P. putida o P. fluorescens es menos conocido.
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Muchas cepas de P. fluorescens son agentes de biocontrol, que protegen a las
plantas frente al ataque de hongos patdgenos a través de la formacion de biopeliculas
(Danhorn & Fuqua, 2007). Para la estabilidad de estas biopeliculas es necesaria la
adhesina LapA, responsable de la interaccion irreversible con superficies. LapA se
exporta a través de un sistema de secrecion tipo I, pudiendo encontrarse de dos formas:
1) asociada a la superficie bacteriana, promoviendo la adhesion o ii) libre en el medio.
Estos dos estados de LapA dependen de su procesamiento proteolitico por la proteasa
LapG, cuya localizacion a su vez depende de LapD, una proteina hibrida con dominios
GGDEF y EAL. Este ultimo se encuentra degenerado pero mantiene la capacidad de
unir c-di-GMP. La unién del c-di-GMP al dominio EAL de LapD, provoca un cambio
conformacional que culmina con el secuestro de LapG inhibiendo su actividad
proteolitica y promoviendo la formacion de biopeliculas a través de LapA (Newell et
al., 2009). Estudios recientes han demostrado que la DGC GcbC interacciona
directamente con la proteina efectora LapD, proporcionandole un suministro local de c-
di-GMP (Dahlstrom et al., 2015).

La formacion de biopeliculas dependientes de LapA por P. fluorescens, responde
a la concentracion de fosfato inorganico gracias al sistema de dos componentes
PhoR/PhoB. Altos niveles de fosfato van a proporcionar altos niveles de c-di-GMP a
través de la inhibicion de la PDE RapA (Monds et al., 2007). Este sistema representa un
ejemplo de sefializacion por c-di-GMP que ha sido elucidado a nivel molecular, desde el
primer mensajero (fosfato) hasta la adhesion a superficies por LapA.

Esta cascada de transduccion de sefiales se encuentra también presente en varias
especies de Pseudomonas, entre ellas P. putida KT2440, una bacteria promotora del
crecimiento de plantas ademds de agente de bioremediacion a través de una rapida
colonizacién de la rizosfera (Danhorn & Fuqua, 2007). Mediante un analisis genémico
se han puesto de manifiesto genes implicados en el metabolismo del c-di-GMP que
juegan un papel importante en la colonizacidon de la rizosfera por esta bacteria (Matilla
etal., 2007). La expresion del gen PP4959, implicado en la formacion de biopeliculas y
cuyo producto codifica para una proteina hibrida con dominios GGDEF y EAL, es
inducida durante la colonizacion de la rizosfera de maiz por P. putida KT2440 (Matilla

etal., 2011).
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En el fitopatogeno Erwinia amylovora, agente causal de la enfermedad conocida
como fuego bacteriano, el c-di-GMP regula de forma positiva la produccion del
principal polisacarido implicado en la patogenicidad de esta bacteria, el amilovorano
(Edmunds et al., 2013). Sin embargo, los elevados niveles de c-di-GMP parecen afectar
de forma negativa a la virulencia de esta bacteria y a la expresion de los genes del

sistema de secrecion tipo I1I (Edmunds et al., 2013).

4.1. Papel del c-di-GMP en la simbiosis rizobio-leguminosa

Previo a la simbiosis, los rizobios deben alcanzar y colonizar la rizosfera, formar
microcolonias sobre las raices de leguminosas donde se desarrollaran hasta que la
poblacion sea la adecuada como para crear una concentracion suficiente de factores Nod
para penetrar en la raiz (Fujishige et al., 2008). Estas funciones bacterianas previas al
establecimiento de la simbiosis, como la motilidad, la produccion de EPS, la formacion
de biopeliculas o la sefializacion mediante quorum sensing, son fundamentales para una
correcta interaccion rizobio-leguminosa. Asi en S. meliloti mutantes aflagelados
incapaces de moverse presentan un retraso en el desarrollo de noédulos en plantas de
alfalfa y trébol cuando estas se desarrollan en medio solido, ademés de una reducida
capacidad para formar biopeliculas en comparacion con la cepa silvestre (Fujishige et
al., 2006). Sorprendentes estudios en esta misma bacteria, revelaron una segunda
funcion de los factores Nods, actuando en la interaccion célula-célula. Mutantes en
genes Nod, son incapaces de formar biopeliculas tridimensionales tanto en superficies
abioticas como bidticas (Fujishige et al., 2008). Siguiendo con S. meliloti y su
capacidad de formacion de biopeliculas, también se ha comprobado que los EPS
simbidticamente relevantes, succinoglucano y galactoglucano (EPSI y EPSII,
respectivamente), intervienen igualmente en el desarrollo de una biopelicula
tridimensional (Fujishige et al., 2006; Rinaudi & Gonzalez, 2009). R. leguminosarum
sigue esta misma tendencia, ya que mutantes con alguna alteracion en la estructura o la
secrecion del EPS 4cido, se encuentran afectados negativamente en su capacidad de
formar biopeliculas (Russo et al., 2006). Ademas, mutantes de R. etli afectados en
sefializacion por quorum sensing son incapaces de desarrollar motilidad tipo swarming
(Daniels et al., 2004; Daniels et al., 2006).
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Con estos ejemplos de rizobios alterados en motilidad, produccion de EPS,
formacion de biopeliculas o quorum sensing, se pone de manifiesto la relacion existente
entre estas funciones celulares y una correcta interaccion simbiotica con su planta
hospedadora. Como se ha descrito anteriormente, el segundo mensajero c-di-GMP
controla frecuentemente estas funciones en diferentes bacterias, por lo que podria jugar
un papel fundamental en el establecimiento de la simbiosis rizobio-leguminosa. Sin
embargo, la sefalizacion a través de este segundo mensajero es muy poco conocida en
rizobios. Recientes trabajos han ayudado a profundizar en el papel del c-di-GMP en
estas bacterias y en su interaccion con la planta (Ausmees et al., 2001b; Gao et al.,
2014; Pérez-Mendoza et al., 2015; Schéper et al., 2016; Wang et al., 2010).

Estudios llevados a cabo con R. leguminosarum bv. trifolii, pusieron de
manifiesto que la produccion de celulosa en esta bacteria depende del operon celR1-
celR2 (homologos a los genes DivK y PleD de C. crescentus, respectivamente). Este fue
uno de los primeros trabajos que relacionaron la produccion de celulosa con la actividad
DGC asociada al dominio GGDEF de CelR2 (Ausmees et al., 1999; Ausmees et al.,
2001b).

En la bacteria modelo S. meliloti existen dos trabajos que recogen un estudio
sistematico de las funciones relacionadas con el c-di-GMP en esta bacteria, con
resultados ciertamente contradictorios (Schéper et al., 2016; Wang et al., 2010). Ambos
trabajos desarrollan una estrategia genética basada en la construccion de mutantes
individuales en diferentes proteinas con dominios GGDEF y/o EAL para posteriormente
analizar los fenotipos regulados por c-di-GMP, como la producciéon de EPS, la
motilidad o la formacion de biopeliculas, ademés de su implicacion en la interaccion
con la planta hospedadora, Medicago sativa (alfalfa). En el primero de ellos, empleando
la cepa S. meliloti 1021, se obtuvieron mutantes por insercion en 14 de los 19 genes que
posee esta bacteria implicados en el metabolismo del c-di-GMP. Los resultados
mostraron que 11 proteinas con dominios GGDEF y EAL afectan a la motilidad, la
produccion de EPS, el crecimiento en medio minimo y la competitividad en raices de
alfalfa en S. meliloti 1021 (Wang et al., 2010). No obstante, este estudio adolece del uso
de mutantes por insercion cuyos fenotipos no fueron verificados por complementacion

genética.
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El segundo estudio, mucho mas completo, empled la cepa 2011 para obtener
mutantes en 19 de los 20 genes que codifican para proteinas con dominios GGDEF y/o
EAL; el gen SMc00074 (EAL/GGDEF) resulté ser esencial y no pudo ser eliminado
(Schaper et al., 2016). Ninguno de estos mutantes se encontraba afectado en motilidad,
en producciéon de EPS ni en simbiosis con alfalfa, y solo 7 de estos mutantes
presentaron diferencias en cuanto a formacion de biopeliculas con respecto a la cepa
parental. Igualmente, una cepa carente de todas las 19 DGC, y que por tanto presenta
niveles minimos de c-di-GMP, s6lo vio afectado su crecimiento en medios con pH
ligeramente acido, no observandose diferencias en nodulacion con respecto a la cepa
parental. Los autores sugirieron que el c-di-GMP no es esencial para S. meliloti ni para
su interaccion con M. sativa, al menos en las condiciones ensayadas. Aunque hay que
considerar que no pudieron eliminar el gen SMc00074 y que su actividad podria
determinar la produccion de c-di-GMP en ciertas, quizd desconocidas, condiciones.
Ademas, es posible que el fenotipo observado (o la aparente ausencia de fenotipo)
pueda ser el resultado combinado de las multiples mutaciones, lo que no excluye que el
c-di-GMP sea importante para ciertas funciones. De hecho, en este mismo estudio
también se analizaron los efectos provocados por elevados niveles de c-di-GMP al
sobreexpresar 5 DGC propias de S. meliloti 2011, observandose los fenotipos tipicos
asociados a altos niveles de c-di-GMP, como inhibicion de la motilidad, aumento de la
produccion de EPS y de la formacion de biopeliculas, similares a los observados
previamente por Pérez-Mendoza y colaboradores (Pérez-Mendoza et al., 2014; Pérez-
Mendoza et al., 2015). Los autores concluyeron que la mayor producciéon de EPS en
presencia de altos niveles de c-di-GMP, se debe a un incremento de EPS I
(succinoglicano) y que las biopeliculas formadas en estas condiciones dependen del
polisacarido unipolar UPP, previamente caracterizado en R. leguminosarum y A.
tumefaciens (Laus et al., 2006; Xu et al., 2013). Estos autores no consideraron, por
ejemplo, que los altos niveles de c-di-GMP provocan la sobreproduccion de MLG
(Pérez-Mendoza et al., 2015), puesto que utilizaron una cepa de S. meliloti carente del
regulador ExpR, que controla la expresion de multitud de genes, incluidos bgsBA.

En S. meliloti 2011, los altos niveles de c-di-GMP afectan negativamente a la
produccion de EPS 1II (galactoglucano) y de AHL. Ademas, se identifico una proteina

con un dominio PilZ, McrA, capaz de unir c-di-GMP que desempefiaria un papel similar
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a YcgR de E. coli, inhibiendo la motilidad dependiente de flagelo (Schéper et al., 2016).
Este trabajo desarrollado en el grupo de la Dra. Anke Becker, constituye hasta el
momento el analisis mas completo, aunque todavia parcial, del papel del c-di-GMP en
la bacteria modelo S. meliloti.

En la principal bacteria objeto de estudio de esta tesis doctoral, Rhizobium etli,
también se ha realizado una aproximacion genética para evaluar los posibles efectos del
¢-di-GMP en la interaccion con su hospedador P. vulgaris. El grupo liderado por el Dr.
Jan Michiels, realizd6 mutantes por insercion en dos genes, RHE PD00105 (cdgA) y
RHE PDO00137 (cdgB), que codifican para proteinas con dominios GGDEF y EAL,
ambas localizadas en el plasmido simbidtico de la cepa R. etli CNPAF512. Mutaciones
en cada uno de los genes, asi como dobles mutantes, no alteraban la capacidad de
colonizacidn, la fijacion de nitrogeno, la motilidad, la produccion de EPS ni formacion
de biopeliculas en esta cepa (Gao et al., 2014). Los autores también sobrexpresaron
CdgA y CdgB de forma independiente, aunque no observaron cambios fenotipicos
destacables. Esto podria ser explicado porque CdgA y CdgB, poseen ambas actividades
antagonicas DGC y PDE, lo que podria producir un efecto de neutralizacion en las
condiciones ensayadas (Gao et al., 2014). De todas formas, es bastante comin que
mutaciones en genes individuales no produzcan cambios fenotipicos destacables, debido
a una posible redundancia funcional, sobre todo en bacterias como rizobios que poseen
multitud de genes que codifican para DGCs y/o PDEs. En estos casos, puede ser mas
efectivo el uso de estrategias alternativas, como las que implican la alteracion artificial

de los niveles intracelulares de c-di-GMP.
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El segundo mensajero c-di-GMP o diguanilato ciclico ha surgido en los ultimos

afilos como una molécula clave en la transicion entre los estilos de vida libre o
saprofitico y sedentario o en forma de biopeliculas, en gran nimero de bacterias. De
forma general, el c-di-GMP inhibe funciones relacionadas con la motilidad e
inversamente promueve la formacién de biopeliculas a través de la produccion de
polisacaridos, adhesinas y otros componentes de la matriz extracelular.

Durante la colonizacion o invasion de una planta por parte de bacterias
mutualistas o patogénicas, existe un verdadero didlogo molecular entre los organismos.
Las bacterias deben de percibir e interiorizar las sefiales vegetales para poder modificar
su comportamiento y coordinar, en el tiempo y en el espacio, la expresion de genes
necesarios para la interaccidon con la planta. El c-di-GMP es una molécula clave a la
hora de interiorizar senales del medio y desencadenar las respuestas adecuadas en cada
momento. Ademas, funciones bacterianas necesarias para la interaccion con plantas
como la motilidad, la produccién de polisacaridos extracelulares, la formacién de
biopeliculas en distintas superficies de las plantas, o la secrecion de adhesinas y factores
de virulencia, se encuentran reguladas por c-di-GMP.

Las bacterias del suelo conocidas como rizobios, establecen relaciones simbidticas
con leguminosas para llevar a cabo el proceso de fijacion biologica del nitrégeno. Estas
bacterias sufren importantes cambios durante su ciclo de vida, transitando desde una
forma saprofitica en el suelo hasta bacteroides intracelulares, formas especializadas en
la fijacion de nitrégeno localizadas en el interior de las células vegetales. Durante este
complejo transito, las bacterias han de percibir multiples ambientes y sefiales quimicas y
responder adecuadamente a cada una de ellas, modificando su fisiologia y metabolismo
para que la interaccion sea exitosa. Por ello, es razonable pensar que el c-di-GMP pueda
ejercer un papel importante, regulando diversos cambios bacterianos, durante las
interacciones rizobio-leguminosa.

Con estos antecedentes, el objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido
explorar por primera vez los efectos del c-di-GMP sobre diversas propiedades de
rizobios, incluida la interaccion con plantas leguminosas, asi como identificar proteinas
efectoras del c-di-GMP en estas bacterias. Para ello se han desarrollado los siguientes

objetivos especificos:
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1. Analizar el efecto de concentraciones artificialmente elevadas de c-di-GMP en
distintas bacterias que interaccionan con plantas, particularmente en rizobios.

2. Determinar el papel de los EPS regulados por c-di-GMP, celulosa y B-glucano
de enlaces mixtos (MLG), en Rhizobium etli CFN42 en vida libre y durante la
interaccion con su leguminosa hospedadora, Phaseolus vulgaris.

3. Identificar proteinas efectoras del c-di-GMP en R. etli CFN42.
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Materiales y métodos

I. TECNICAS MICROBIOLOGICAS

1.1 Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas y plasmidos empleados en este trabajo, junto con sus caracteristicas

mas relevantes, se describen en las tablas 1y 2.

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas.

Bacteria Caracteristicas relevantes Referencias

E. coli

DH5a SupE44, DlacU169, 80, LacZDM, Bethesda
5hsdR171, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, Research
relAl Laboratory

B2163 MG1655::AdapA:: (erm-pir)RP4-2-Tc::Mu,  (Demarre et
Km", Em' al., 2005)

B2155 RP4-2-Tc::Mu AdapA:: (erm-pir) thrB1004,  (Demarre et
pro, thi, strA, hsdS, lacZ AM15, (F' lacZ al., 2005)
AM15, laclg, traD36, proA+, proB+) Km',
Sm', Em'

TOP10 F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen®
D80lacZAM15 AlacX74 recAl, araD139,
A(aralew)7697, galU, galK, rpsL(Str")
endA1,nupG, electrocompetentes

OmniMAX 2-T1® F' [proAB+ laclg lacZAMI15 Tnl0(TetR) Invitrogen®
A(cedAB)], mcerA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
080(lacZ), AM15 A(lacZYA-argF) U169,
endAl, recAl, supE44, thi-1, gyrA96, relAl
tonA, panD

BL21(DE3) Derivada de BL21 que contiene el gendela  Novagen®™
ARN polimerasa T7 bajo el control del
promotor lacUV5

C41 (DE3) Derivada mutante de BL21 (DE3) que se (Miroux &
caracteriza por sobreexpresar proteinas Walker, 1996)
potencialmente toxicas

C43 (DE3) Derivada mutante de BL21 (DE3) que se (Miroux &
caracteriza por sobreexpresar proteinas Walker, 1996)
potencialmente toxicas

S17.1 Thi, pro, recA, hsdR, hsdM, RP4-2-Tc::Mu-  (Simon et al.,
Km::Tn7 1983)

Sinorhizobium meliloti (Sme)

Sme 8530 Cepa derivada de 1021, ExpR" (expR101), (Glazebrook &
Sm" Walker, 1989)

Sme Tn7pleD*Km Derivada de 8530 que contiene el mini- Este trabajo
transposon mini-Tn7pleD*Km bajo el gen
glmS, Sm', Km'

Sme Tn7Km Derivada de 8530 portadora del mini- Este trabajo

transposon mini-Tn7Km bajo el gen gimS,
Sm', Km"
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Sme Tn7pleD*Tc

Sme Tn7Tc

Rhizobium etli (Ret)
Ret CFN42

Ret Tn7pleD*
Ret Tn7pleD*Km
Ret Tn7/Km

Ret Tn7pleD*Tc
Ret Tn7Tc

Ret AcelAB

Ret AbgsA

Ret AcelAB AbgsA

Derivada de 8530 que contiene el mini-
transposon mini-Tn7pleD*Tc bajo el gen
nodM, Sm', T¢'

Derivada de 8530 Tn7pleD*Tc portadora de
mini-Tn7Tc bajo el gen nodM, Sm', T¢'

Cepa silvestre, Nx"

Derivada de CFN42 que contiene el mini-
transposon Tn7pleD*, Nx', Km'

Derivada de CFN42 que contiene el mini-
transposon Tn7pleD*Km, Nx', Km"
Derivada de Ret Tn7pleD*Km portadora de
mini-Tn7Km, Nx', Km'

Derivada de CFN42 que contiene el mini-
transposon Tn7pleD*T¢, Nx', T¢"

Derivada de Ret Tn7pleD*Tc portadora de
mini-Tn7Tc, Nx', Tc"

Derivada de CFN42 que contiene una
delecion de los genes celAB, RHE CHO01542
y RHE_CHO01543 respectivamente, Nx'
Derivada de CFN42 conteniendo una
delecion en fase del gen bgsA,

RHE PE00363, Nx'

Derivada de Ret AcelAB conteniendo una
delecion en fase del gen bgsA,

RHE PE00363, Nx"

Rhizobium leguminosarum bv. viciae (Rle)

Rle UPM791
Rle Tn7pleD*Km
Rle Tn7Km

Rle Tn7Tc

Derivada de 158C53, Sm"

Derivada de UPM791 que contiene el mini-
transposon Tn7pleD*Km, Sm', Km"
Derivada de UPM791 Tn7pleD*Km
portadora de mini-Tn7Km, Sm', Km"
Derivada de UPM791 que portadora de mini-
Tn7Tc, Sm' T¢'

Pseudomonas syringae pv. tomato (Pto)

Pto DC3000

Pto Tn7pleD*Km
Pto Tn7Km

Pto Tn7pleD*Tc

Pto Tn7Tc

Cepa silvestre, Rif'

Derivada de DC3000 que contiene el mini-
transposon Tn7pleD*Km, Rif', Km"
Derivada de Pto Tn7pleD*Km portadora de
mini-Tn7Km, Rif', Km"

Derivada de DC3000 que contiene el mini-
transposon Tn7pleD*Tc Rif', Tc'

Derivada de Pto Tn7pleD*Tc portadora de
mini-Tn7Tc, Rif', Tc',

Este trabajo

Este trabajo

(Quinto et al.,
1985)

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(Leyvaetal.,
1987)

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
(Cuppels,
1986)

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

56



Materiales y métodos

Tabla 2. Plasmidos empleados.

Plasmido Caracteristicas relevantes Referencias

pJB3Tcl19 Vector de clonacion IncP derivado de RK2, (Blatny et al.,
Mob", Tc", Ap" 1997)

pJBpleD* Derivado de pJB3Tc19, que contiene un (Pérez-Mendoza
fragmento EcoRI-Xbal de 1,4Kb del gen pleD* et al., 2014)
de Caulobacter crescentus.

pCR®-XL-TOPO® Vector de clonacion para productos de PCR, Invitrogen®
Kmr

pCR"®2.1-TOPO® Vector de clonacion para productos de PCR Invitrogen®
Km', Ap"

pTOPO-pleD* Derivado de pCR®-XL-TOPO® con un Este trabajo
fragmento de 1,7 Kb que contiene el gen pleD*

pUCI18T-mini-Tn7T  Vector de clonaciéon derivado de pUC18 (Choi et al.,
portador del transposon mini-Tn7, ori ColE1, 2005)

mini-Tn7pleD*

mini-Tn7pleD*Km

mini-Tn7Km

mini-Tn7pleD*Tc

mini-Tn7Tc

pUX-BF13
p34S-Tc
p34S-Km
pBBRIMCS-5
pBBRlacI”
pK18mobSacB
pK18AcelAB

pK18AbgsA

Ap'

Derivado de pUC18T-mini-Tn7T con un
fragmento Sacl-EcoRI que contiene el gen
pleD*, Ap'

Derivado de mini-Tn7pleD* con un fragmento
Kpnl de 1,2 Kb que confiere resistencia a
Kanamicina, Ap', Km"

Derivado de mini-Tn7pleD*Km con una
delecion interna Ncol de 1114 pb del gen
pleD*, Ap', Km'

Derivado de mini-Tn7pleD* con un fragmento
Kpnl de 1,3 Kb que confieren resistencia a
Tetraciclina, Ap', Tc"

Derivado de mini-Tn/7pleD*Tc con una
delecion interna Ncol de 1114 pb del gen
pleD*

Plasmido portador de los genes de la
transposasa tnSABCDE, ori R6K, Ap'
Vector portador de un gen de resistencia a
Tetraciclina, Tc'

Vector portador de una gen de resistencia a
Kanamicina, Km'

Vector de clonacion de amplio rango de
hospedador, Gm", Tra” Mob"

Derivado de pPBBRIMCS-5 portador del gen
lacl?

Vector suicida, Km'

Derivado de pK18mobSacB que contiene la
version delecionada de los genes celAB, Km
Derivado de pK18mobSacB que contiene la
version delecionada del gen bgsA,
RHE_PE00363, Km"

T

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(Bao et al.,
1991)
(Dennis &
Zylstra, 1998)
(Dennis &
Zylstra, 1998)
(Kovach et al.,
1995)

Este trabajo

(Schéfer et al.,
1994)
Este trabajo

Este trabajo
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TOPOAcelAB

TOPOAbgsA

pQE-80L

pQES80-glmU

pQE80-dgt

pQE&0-surE

pQE80-nrdR

pQES80-allA

pQES&0-pgi

pQES80-clpX

pQES80-TolB

pQE80-aroA

pQES&0-celPilZ

pQE80-1767

pQES80-2207

pET-28b(+)

TOPOcelA
58

Derivado de pCR®2.1-TOPO" que contiene la
version delecionada de los genes celAB, Km',
Ap'

Derivado de pCR®2.1-TOPO® que contiene la
version delecionada del gen bgsA,
RHE_PE00363, Km', Ap"

Vector de expresion para obtener proteinas
marcadas en el extremo N-terminal con 6xHis,
lacl?, Ap'

Derivado de pQE-80L con un fragmento
BamHI/HindIII de 1365 pb que contiene el gen
glmU de Ret, Ap"

Derivado de pQE-80L con un fragmento
BamHI/HindIII de 1227 pb que contiene el gen
dgt de Ret, Ap"

Derivado de pQE-80L con un fragmento
BamHI/HindlIII de 777 pb que contiene el gen
Surk de Ret, Ap'

Derivado de pQE-80L con un fragmento
BamHI/HindIII de 480 pb que contiene el gen
nrdR de Ret, Ap"

Derivado de pQE-80L con un fragmento
BamHI/HindIII de 507 pb que contiene el gen
allA de Ret, Ap"

Derivado de pQE-80L con un fragmento
BamHI/Kpnl de 1633 pb que contiene el gen
pgi de Ret, Ap"

Derivado de pQE-80L con un fragmento
BamHI/HindIII de 1281 pb que contiene el gen
clpX de Ret, Ap'

Derivado de pQE-80L con un fragmento
BamHI/HindIII de 1314 pb que contiene el gen
tolB de Ret, Ap"

Derivado de pQE-80L con un fragmento
Sacl/HindIII de 1262 pb que contiene el gen
aroA de Ret, Ap"

Derivado de pQE8OL con un fragmento
BamHI/HindIII de 528 pb perteneciente al
dominio PilZ de la proteina CelA de Ret, Ap"
Derivado de pQE-80L con un fragmento
Sacl/HindIII de 573 pb que contiene el gen
RHE _CHO01767 de Ret, Ap"

Derivado de pQE-80L con un fragmento
BamHI/HindIII de 621 pb que contiene el gen
RHE_CHO02207 de Ret, Ap"

Vector de expresion para el marcaje de
proteinas con 6xHis tanto en el N-terminal
como en el C-terminal, Km"

Derivado de pCR®2.1-TOPO® que contiene un

Este trabajo

Este trabajo

Quiagen®

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Novagen®

Este trabajo



Materiales y métodos

pET28celA

pET21:PA3353

pET21:phoB

fragmento de 2270 pb perteneciente al gen celA

de Ret, Km', Ap'

Derivado del vector de expresion pET-28b(+)
con un fragmento Sacl/Notl de 2248 pb que
porta el gen celA de Ret fusionado a la marca
6xHis por el extremo N-terminal, Km'
Derivado del vector de expresion pET-21a(+)
con un fragmento Ndel/Xhol que contiene el
gen PA3353 de Pseudomonas aeruginosa
fusionado a la marca 6xHis por el extremo C-
terminal

Derivado del vector de expresion pET-21a(+)
que porta el gen phoB de P. aeruginosa
fusionado a la marca 6xHis por el extremo C-
terminal

Este trabajo

(Diivel et al.,
2012)

1.2 Medios de cultivo

1.2.1 Medios de cultivo para E. coli y Pseudomonas

Las cepas de E. coli y Pseudomonas se cultivaron de forma rutinaria a 37°C y

28°C, respectivamente, tanto en medio sélido como liquido, utilizando el medio Luria-

Bertani (LB), cuya composicion es la siguiente:

NaCLoeiiiiiiiieceeee 5¢g
TrIPtoNa....ceeevieeieeeeeecee e 10g
Extracto de levadura..........ccccceveveeenneen. S5¢g
Agar (para medio s6lido)...........ceceeueee. 15¢
Agua desionizada............cceevueennnnne. 1000 ml

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

1.2.2 Medios de cultivo para Rhizobium y Sinorhizobium

Las cepas de Rhizobium y Sinorhizobium se cultivaron de forma rutinaria a 28-

30°C. Rhizobium etli y Sinorhizobium meliloti se crecieron en medio completo TY

(Beringer, 1974) cuya composicion es la siguiente:

Triptona .......ccoceevieiiiiniieieee 5g
Extracto de levadura ...................... 3g
CaCl.2H0. e, 0,5¢g
Agar (para medio solido).............. 15¢
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Agua desionizada .................. 1000 ml
El medio se esterilizd en autoclave a 120° durante 20 min.
Como medio completo para el crecimiento de Rhizobium leguminosarum se

empled medio YGT, cuya composicion se detalla a continuacion:

Glucosa........ccovvvvvieiiinnann... 15¢g
Triptona..........cooovviiiiiiiiinns S5¢g
CaCly.2H0....coviiiieiiiieiieeee 0.6g
Extracto de levadura..................... 2.5¢g
Agar (para médio solido).....,......... 15¢g
Agua desionizada.................... 1000 ml

Como medio minimo (MM) para los rizobios y Pseudomonas se ha empleado el de

(Robertsen et al., 1981) modificado segun se especifica a continuacion:

KoHPO4. oo 03¢
KHoPO4uueooiiiiiiieeeceee 03¢
MgSO4.TH0...ccciiiieiieeieeee 0,15¢g
CaClp.2Hp0. ..o 0,05¢g
FeClauuiiiiiiniiiiiiiccicnece 0,006 g
NaCLoiiieeieeeeeeee e 0,05¢
Glutamato s0dico........ccceevveeerneennnee. IL1g
Manitol........ccoceeveniiniiiiniceee, 10 g
Solucién de vitaminas*...................... 1 ml
Agar purificado (medio solido).......... 13 ¢
Agua desionizada............cceeun.... 1000 ml

* La solucidn concentrada de vitaminas (1000x) consta de:

Biotina.........cccoveeiieiiieeeeee 02¢g
Clorhidrato de tiamina....................... 0.1g
Pantotenato sOdicO.........ccccuverurennnnnee. 0.1g
Agua desionizada...........c.cceueenee. 1000 ml

Se esteriliz6 por filtracion y se adicion6 1 ml/litro al medio minimo previamente

autoclavado a 120°C durante 20 minutos.
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Para la realizacion de los microarrays en R. etli se empledé medio PY para ¢l
crecimiento de los precultivos, y Medio Minimo Y (MMY) (Bravo & Mora, 1988) para

los cultivos principales. La composicion de ambos medios es la siguiente:

Medio PY

Peptona de caseina....................... 5¢
Extracto de levadura..................... 3g
CaCly2Hp0 oo 098 g
Agua desionizada................... 1000 ml
Medio MMY

Acido Succinico............cocevnunnnns 1.18 g
NH4ClLoooooiii 0.534 ¢
MgSO4-7 HaO.oovniviiiiiiiiiicee 0.1g
KoHPO4..ooeieieieeeeeeee 022¢g

Ajustar el pH a 6.8 con NaOH vy esterilizar en el autoclave a 120°C por 20
minutos. Suplementar el medio, una vez enfriado, con CaCl,-2H,O estéril

(concentracion final 1.5 mM) y con FeCls-6 H,O previamente filtrado (concentracion

final 0.019 mM).

Para los ensayos de motilidad tipo swimming se utilizo el medio Bromfield

semisolido (MB) (Nogales et al., 2012).

Triptona........ccoooeviiiiiiiininn. 0.4g
Extracto de levadura................... g
CaCl2.. o 0.1g
Agar Bacterioldgico................... 3g
Agua desionizada................ 1000 ml

Para los ensayos de motilidad tipo swarming se emple6 MM con una
concentracion de agar purificado del 0.6%.

Cuando fue necesario, se afiadié al medio 4acido diaminopimélico (DAPA) a una
concentracion final de 0,3 mM e isopropil-B-D-tiogalactéosido (IPTG) a wuna
concentracion final dentro de un rango de 50 a 1000 puM. Ambos fueron preparados en

agua, esterilizados mediante filtracion y conservados a - 20°C.
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1.3 Antibidticos

Los antibidticos se prepararon como soluciones 100 veces concentradas y se
esterilizaron por filtraciéon mediante unidades de filtracion Minisart® NML (Sartorius)
de 0.2 pm de tamafo de poro. Todos los antibidticos fueron disueltos en agua excepto la
tetraciclina que se disolvidé en metanol. Las concentraciones finales empleadas se

indican en la tabla 3.

Tabla 3. Concentracién de antibidticos usados.

Antibidtico Concentracion (ug/ml)
E. coli Ret Rle Sme Pto
Sulfato de kanamicina 50 50 50 200 50
(Km)
Sulfato de 50 100 ; 200 -
estreptomicina (Sm)
Ampicilina (Ap) 200 - - - -
Tetraciclina (Tc) 10 5 5 10 10
Gentamicina (Gm) 30 30 30 30 30
Rifampicina (Rf) - - - - 10
Acido nalidixico (Nx) - 20 - - -

1.4. Conservacion de cepas bacterianas

Para la conservacion prolongada de las distintas cepas, cultivos bacterianos en
fase exponencial fueron incluidos en criotubos con cierre hermético, adicionados de

glicerol estéril a una concentracion final del 20% y conservados a -80°C.

1.5. Conjugaciones biparentales o triparentales

Esta técnica se empled para la introduccion de pldsmidos a distintas cepas
bacterianas. Se realizd mediante la mezcla de células de cultivos en fase logaritmica de
donadores (E. coli S17.1, f2163 o B2155), con células en fase exponencial tardia del
receptor en la misma proporcion (1:1). La mezcla de los cultivos se centrifugd en un
tubo eppendorf de 1,5 ml y se lavo varias veces con medio liquido (el mismo usado para
el crecimiento del cultivo del receptor) con el fin de eliminar los restos de antibidticos.
Posteriormente la mezcla se resuspendié en un pequeiio volumen (40 pl) de medio de
cultivo y se deposité en un filtro Milipore estéril de 0,45 um de poro y 2,5 cm de

diametro, previamente colocado sobre una placa de medio TY soélido (adicionado con
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acido di-aminopimélico, DAPA cuando el donador fue E. coli 2163 o B2155). Los
filtros se incubaron durante 18-24 horas a la temperatura dptima de crecimiento de la
cepa receptora. Transcurrido este tiempo, la mezcla de conjugacion se resuspendié en
medio liquido estéril y se prepararon diluciones seriadas que se sembraron sobre placas

de medio selectivo.

1.6. Ensayos de motilidad swimming

Para el estudio de motilidad tipo swimming se utiliz6 un protocolo descrito
previamente (Nogales et al., 2012), las distintas cepas se cultivaron en agitacion en
medio liquido completo, se igualaron las densidades Opticas y alicuotas de 3 pl de cada
cultivo se pincharon en el interior del medio de placas de Petri que contenian 25 mL de
medio Bromfield (0.3% de agar). Tras la colocacion de las muestras se incubaron en la
estufa a 28°C y se les hizo el seguimiento del crecimiento a partir de las 24 horas. La
motilidad se expresd como la media del diametro del halo de dispersion de la colonia +

el error tipico, a partir de los datos de 3 réplicas bioldgicas.

1.7. Ensayos de motilidad tipo swarming

Para el estudio del movimiento en superficie se empled un protocolo descrito
previamente (Soto et al., 2002). Para ello, cultivos liquidos en medio rico de las
distintas cepas fueron crecidos en agitacion hasta una D.O. de 1. Posteriormente 1 ml de
cultivo se centrifugo y se lavo dos veces con MM. El pellet celular se resuspendié en
100 pl de MM, y alicuotas de 2 pl de esta suspension se colocaron sobre la superficie de
placas Petri conteniendo 20 ml de MM semiso6lido (agar 0.6%) secadas durante 15
minutos. Tras la colocacion de la gota, ésta se dejo secar a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Las placas se incubaron a 28°C y se les realizd el seguimiento del
crecimiento y motilidad a partir de las 24h. La motilidad se expresé como la media de la
longitud en centimetros de cada uno de los lados del hipotético rectangulo que engloba
la colonia. Se realizaron al menos 3 réplicas independientes con 3 réplicas biologicas a

los que se les aplico el error tipico.

1.8 Ensayos de formacién de biopeliculas

Para evaluar la capacidad de formacion de biopeliculas sobre superficies abioticas

se empled un protocolo basado en el previamente descrito por O'Toole y colaboradores
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(O'Toole et al., 1999) y posteriormente por Pérez-Mendoza y colaboradores (Pérez-
Mendoza et al., 2014). Para ello, las bacterias fueron resuspendidas desde placas de
MM con sus respectivos antibioticos. Tras lavar con MM liquido se midi6 la DOggo de
las suspensiones celulares, para posteriormente diluirlas hasta 0.1 DOgg. 200 pl de esta
resuspension fueron colocados en cada micropocillo de placas estériles de poliestireno
de 96 pocillos (Sarstedt). Las placas fueron selladas con una membrana de rayon blanco
que permite la difusion del oxigeno (Axygen) y se dejaron crecer por 3 dias en un
ambiente humedo a 28°C. Transcurrido este tiempo se elimind el cultivo mediante
aspiracion y se lavo cada pocillo con 240 ul de agua desionizada. Los pocillos se
tifieron con 240 ul de una solucion de Cristal Violeta (CV) al 0.1% en agua durante una
hora. EI CV fue eliminado por aspiracion y cada pocillo se lavo tres veces sucesivas con
240 pl de agua desionizada. La biopelicula adherida se disolvié al anadir 240 ul de
etanol 70% a cada pocillo durante una hora en agitacion suave. A continuacion se
procedio a la cuantificacion de la absorbancia a 550 nm en un lector de placas Eon

(BioTeK).

1.9. Determinacion de la produccion de exopolisacaridos mediante tincidn

con rojo Congo v calcofltior

1.9.1. Produccion de exopolisacaridos sobre medio sélido

La produccion de polisacaridos extracelulares se puede poner de manifiesto
mediante el crecimiento de las bacterias en medio adicionado de colorantes, como el
rojo Congo (CR) o el calcoflior (CF). El CR une unidades D-glucopiranosil de
polisacaridos neutros o basicos, asi como algunas proteinas, mientras que el CF es mas
especifico, uniéndose a enlaces glucosidicos B (1-3) y B (1-4), como los de la celulosa o
el curdlan (Spiers et al., 2002; Teather & Wood, 1982).

El CR se prepar6 a una concentracion de 5 mg/ml en agua y se esterilizd por
filtracion, anadiéndose al medio sélido a una concentracion final de 125 pg/ml. El CF se
anadid al medio fundido caliente para facilitar su disolucidn, a una concentracion final
de 200 pg/ml. Tras el crecimiento de las bacterias las placas con CF se observaron bajo
luz UV. Para fotografiar las placas tanto de CR como de CF se utiliz6 una camara

fotografica Olimpus E-420.
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1.9.2. Cuantificacion de la produccion de exopolisacaridos en medio liquido.

Para determinar de forma cuantitativa la union a calcoflior de los
exopolisacaridos producidos, se partid6 de un pre-indoculo en medio rico en fase
estacionaria, tras dos lavados con MM se inocularon matraces de 10 ml (dilucion 1:100)
de MM suplementado con CF a una concentracion final de 100 uM y se incubaron
durante 48h a 28°C para los rizobios y 24h a 20°C para Pseudomonas. Una vez
transcurrido este tiempo, se recogieron los cultivos y se centrifugaron a 4000 rpm. Se
elimind el sobrenadante con los restos de CF no unidos y se resuspendieron las bacterias
en agua destilada hasta completar un volumen de 2 ml. Esta resuspension se coloco en
placas de 24 pocillos (Nunc®) para su medida en un fluorimetro PTI (Photon
Technology International) utilizando una pareja de filtros de excitacion/emision de
365/450 nm. Se llevaron a cabo medidas de 3 réplicas bioldgicas de tres experimentos
independientes de cada cepa, expresando los resultados en unidades arbitrarias & error

tipico.

Il. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR
2.1. Aislamiento de ADN plasmidico

Seglin requerimientos y necesidades se han utilizado dos métodos distintos:

2.1.1. Minipreparacion mediante lisis alcalina
Se siguid el protocolo descrito por Sambrook y colaboradores (Sambrook et al.,
1989) que consiste en los siguientes pasos:

1. Inocular la cepa portadora del plasmido en 4 ml de medio liquido
adicionado con los antibioticos correspondientes e incubar a la temperatura
Optima para cada cepa durante 12-24 horas.

2. Centrifugar las células en tubos de microcentrifuga (1,5 ml) a 12.000 rpm
1 minutos. Retirar el sobrenadante.

3. En el caso de los rizobios resuspender en 200 ul de Sarcosil 0,1% en TE
para eliminar los polisacaridos. Centrifugar las células a 12.000 rpm 1
minutos. Eliminar el sobrenadante.

4. Resuspender en 100 pl de solucion 1 y dejar 5 minutos a temperatura

ambiente.
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5.

10.
11.

12.
13.

Afadir 200 pl de solucion 11 y mezclar por inversion rapida 3 veces. Dejar
en hielo 5 minutos.

Anadir 150 pl de solucion III fria y mezclar suavemente varias veces por
inversion. Dejar en hielo 5 minutos.

Centrifugar 5 minutos a 12.000 rpm.

Recoger el sobrenadante y afiadir un volumen (400 ul) de una mezcla de
fenol:cloroformo (1:1). Agitar con vortex y centrifugar 5 minutos a 12.000
rpm.

Transferir la fase superior acuosa a un nuevo tubo . Anadir 2,5 volumenes
de etanol 100% preenfriado a -20°C. Mezclar por inversion y dejar a -80°C
al menos 30 minutos.

Centrifugar 15 minutos a 12.000 rpm. Retirar el sobrenadante.

Afadir 200 pl de etanol 70% preenfriado a -20°C y centrifugar 3 minutos a
12.000 rpm. Eliminar el sobrenadante.

Secar el precipitado al vacio entre 5-10 minutos aproximadamente.
Resuspender el precipitado en 25-50 pl de tampon TE o agua MilliQ.

Conservar a -20°C.

Soluciones:

e Solucion |
Glucosa 50 mM
EDTA 10 mM
Tris-HC1 25 mM pH 8

Lisozima, 4mg/ml

e Solucion 11
NaOH 0,2 M
SDS 1%

e Solucion 11

Acetato potasico 5 M (60 ml)
Acido acético glacial (11,5 ml)
H,0 (28,5 ml); pH 4,5.

e Tampon TE
Tris 10 mM
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2.1.2.
(SIGMA).

EDTA 1 mM, pH 8,0
e Mezcla fenol:cloroformo (1:1): El cloroformo es una mezcla de
alcohol isoamilico: cloroformo (1:24). El fenol contiene fenol al

100% (1:1), 0,1% 8-hidroxiquinoleina en Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0).

Minipreparacion de ADN plasmidico con el kit Genelute plasmid

Este método se utilizd cuando se requeria una mayor calidad y pureza del ADN.

Se procedi¢ siguiendo las indicaciones del fabricante:

1.

10.

11.
12.

Inocular la bacteria en 4 ml de medio liquido suplementado con los
correspondientes antibioticos e incubar a la temperatura adecuada para
cada cepa toda la noche.

Resuspender las células en 200 pl de solucion de resuspension.

. Anadir 200 pl de solucion de lisis. Mezclar por inversion. Dejar a

temperatura ambiente un maximo de 5 minutos.

. Afadir 350 pl de solucion de neutralizacion (S3). Mezclar por inversion

varias veces.

Centrifugar 10 min. a 12.000 rpm para separar los restos celulares.

Para acondicionar la columna, afiadir 500 pl de la solucioén de preparacion
de columna a una columna previamente colocada sobre un tubo recolector.
Centrifugar 1 minuto a 12.000 rpm y eliminar el filtrado.

Transferir el lisado a la columna, centrifugar 1 min. y eliminar el filtrado.
Lavar la columna con 500 pl de la solucion opcional de lavado de
columna, colocar en un tubo y centrifugar 1 min. a 12.000 rpm. Eliminar el
eluido.

Afadir a la columna 750 pl de solucion de lavado, centrifugar durante 1
minuto y eliminar el eluido.

Centrifugar 1 minuto para secar bien la columna.

Transferir la columna a un nuevo tubo, anadir 50-100 pl de agua MilliQ y

centrifugar 1 minuto para recoger el ADN.
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2.2. Aislamiento de ADN gendmico total

Se utiliz6 el kit comercial RealPure Extraccion de ADN genomico (Real). Los

pasos recomendados por el fabricante son los siguientes:

10.
1.
12.

Inocular la bacteria en 3 ml de medio de cultivo liquido suplementado con
los antibidticos necesarios € incubar toda la noche a la temperatura 6ptima
para cada bacteria.

Centrifugar 1 ml del cultivo durante un minuto a 12.000 rpm y eliminar el
sobrenadante.

Afadir 600 pl de la solucion de lisis y resuspender con ayuda de la pipeta.
Incubar a 80°C durante 5 minutos para que se lisen las células.

Anadir 3 pl de RNasa al lisado y mezclar por inversion e incubar a 37°C
entre 15-60 min.

Afadir 300 pl de la solucion de precipitacion de proteinas. Mezclar
mediante agitacion con vortex durante 20-30 segundos.

Centrifugar a 12.000 rpm durante 5 min.

Recoger el sobrenadante y pasarlo a un nuevo tubo que contenga 600 pl de
isopropanol 100% y mezclar varias veces por inversion.

Centrifugar a 12.000 rpm durante 3 minutos y desechar el sobrenadante.
Afadir 600 pl de etanol al 70% (vol:vol) y mezclar por inversion.
Centrifugar a 12.000 durante 2 minutos y secar en bomba de vacio.
Afadir 100-200 pl de agua MilliQ e incubar a 65°C durante 60 minutos
para resuspender el ADN.

2.3 Determinacién de la concentracion de ADN

Se han seguido de forma alternativa dos métodos para determinar la concentracion

de ADN en solucion acuosa. En primer lugar a través del Nanodrop ND-1000 (Bio-

Rad), un espectrofotometro UV-visible que permite cuantificar rapidamente ADN,

ARN, otros acidos nucleicos marcados y proteinas con un consumo muy reducido de

muestra (2 pl). La concentracion se determina respecto a los valores estandar de Azeonm

de 1 para soluciones con 50 pg/ml de ADN de cadena doble. La relacion Azsonm/A280nm

se usa para estimar la pureza y la calidad, considerandose valores inferiores a 1,8 y

superiores a 2,2 como indicadores de contaminacion por proteinas o fenol. El otro
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método empleado ha sido descrito por Sambrook et al. (1989), consistente en la
comparacion de fluorescencia de fragmentos de ADN en gel de agarosa bajo luz UV,

frente a marcadores de ADN de concentracion conocida.

2.4 Digestion de ADN con endonucleasas de restriccion.

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

England Biolabs®).

2.5 Electroforesis en geles de agarosa

La separacion de fragmentos de restriccion se llevo a cabo segun Sambrook y
colaboradores (1989), utilizando geles de agarosa sumergidos preparados en tampdn
TBE (Tris 50 mM; EDTA-Na2 2,5 mM: BOs;H, 50 mM; pH 8,2) que fue también el
tampon de electroforesis. La concentracion de agarosa estandar fue del 0,8%,
empleandose una concentracion del 2% para fragmentos mas pequefios. El voltaje usual
que se empleo fue 90 V en cubetas de electroforesis Bio-Rad. Como tampon de carga se
utilizd una mezcla de sacarosa al 40% y azul de bromofenol al 0,25%, ambos

preparados en agua destilada.

2.6. Revelado de geles vy 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 GelRed™
(Biotium) (100 pl/L) durante 30-40 minutos aproximadamente. Posteriormente se
visualizaron bajo luz ultravioleta (UV) (260 nm) en un transiluminador. Para la
visualizacion e impresion se ha utilizado una videocamara acoplada a un sistema de

impresion de imagenes y el analizador de imagenes Quantity One de Bio-Rad.

2.7. Estimacion del tamafio molecular de fragmentos de restriccion

La determinacién del tamafio molecular de los fragmentos de restriccion se ha
efectuado mediante la construccion de graficas en las que se representa el logaritmo del
tamafio molecular relativo de moléculas patron de ADN frente a la movilidad relativa

(Rf) de las mismas en el gel de agarosa. Como marcador de tamafno molecular se han
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utilizado los fragmentos de restriccion del ADN del fago lambda resultantes de la

digestion con HindIII (Marcador II, Fermentas ).

2.8. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa con
cristal violeta (CV)

Para la purificacion de fragmentos de ADN se emple6 el método de electroelucion
descrito por Sambrook y colaboradores (1989) mediante el uso de membranas de
dialisis con algunas modificaciones.

La membrana de dialisis utilizada fue de Spectra/Por (SPECTRUM Medical
Industries) con un tamafio de poro de 12.000 a 14.000 Da. Las membranas se
prepararon sumergiéndolas en un volumen abundante de una solucion que contiene
bicarbonato sédico 2% (p/v) y EDTA 1 mM, y llevandolas a ebullicion durante 10
minutos. Posteriormente, las membranas se lavaron con agua desionizada y se
conservaron en etanol 20% a 4°C. Previo a su uso, las membranas se enjuagaron con
agua desionizada para retirar los restos de etanol. El proceso de electroelucion fue el
siguiente:

1. Afadir 1 pl de una solucidn de cristal violeta (CV) preparada a 2 mg/ml por
cada ml de agarosa previamente fundida en un horno microondas. Dejar
solidificar el gel y correr las muestras como se ha descrito en el apartado 2.5.

2. Cortar la banda del gel que contiene el ADN de interés, e introducirlo en la
membrana de dilisis sellada previamente en uno de sus extremos con una
pinza.

3. Anadir 400 ul de TBE (ver apartado 2.5) y cerrar el otro extremo de la
membrana con una segunda pinza, intentando eliminar las burbujas de aire.

4. Colocar la membrana con el trozo de agarosa en una cubeta de electroforesis
y aplicar un voltaje de 120 voltios durante 20 minutos. La banda de agarosa
debe de quedar paralela al frente de corrida.

5. Invertir la polaridad durante 1 minuto a 80 voltios. Recoger la solucion de
TBE con el ADN y colocarla en un tubo eppendorf.

6. Precipitar el ADN afiadiendo 40 pl de acetato sodico 3M pH 5,2 y 1 ml de
etanol 100%.

7. Agitar por inversion y dejar 20 minutos a -80°C.
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8. Centrifugar 45 minutos a 12.000 rpm a una temperatura de 4°C y eliminar el

sobrenadante.

9. Lavar con etanol 70% (300 pl) y centrifugar 5 minutos a 12.000 rpm. Retirar

el sobrenadante.

10. Secar el precipitado al vacio y resuspender en 25 ul de agua Milli-Q.

2.9. Ligacion de fragmentos de restriccion en vectores de clonacion

La ligaciéon de un fragmento de ADN y un vector de clonaciéon adecuado se

realizd empleando una relacion molar de al menos 1:3 vector:inserto y una cantidad

total de unos 200 ng, independientemente de que los extremos de los ADNs a ligar

fuesen romos o cohesivos. En un tubo eppendorf de 1,5 ml se mezclo:

>
>
>
>
>

X pl de ADN del vector

Y ul de ADN del inserto

1 pl de ligasa del fago T4 (1 unidad/ pl, Roche)
2 ul de tampon de ligasa (10X)

Agua desionizada (completando hasta 20 pl)

La mezcla se incubo a 16°C en un termo durante toda la noche.

2.10. Amplificacion de ADN mediante la reaccién 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 tampon de PCR (10x), Cl,Mg 1,5 mM,

dNTPs 0,3 mM, 50 pmol de cada cebador, 10-50 ng de ADN molde y 2 unidades de la

enzima Taq polimerasa (EuroTaq de EuroClone® o Q5® High fidelity de New England

Biolabs) en un volumen final de 25 pl. Para el proceso se utiliz6 un termociclador

Thermo (Electron Corporation) con un programa bésico consistente en un ciclo de

desnaturalizacion a 94°C durante 3 minutos, 30 ciclos de tres pasos cada uno:

desnaturalizacion (94°C, 30 segundos), anillamiento del cebador (58-60°C dependiendo

de la secuencia del cebador, 30 segundos) y extension (74°C, 1 minuto por kilobase) y

finalmente, un ultimo ciclo de extension (74°C, 8 minutos).
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2.11. Preparacion de células electrocompetentes de E. coli

Para la preparacion de células electrocompetentes de E. coli se siguio el protocolo
descrito por Sambrook y colaboradores (1989):

1. A partir de un cultivo en fase exponencial (D.O.gponm entre 0.4-0.6) pre-
enfriado en hielo, se hacen tres rondas de centrifugacion (4.000 rpm a
4°C durante 10 minutos) y resuspension del pellet en volumenes
decrecientes de agua desionizada estéril. Con este paso se pretende
eliminar las sales del medio de cultivo.

2. Finalmente, el pellet se resuspendi6 en glicerol 10% en agua (vol:vol) y

las células se repartieron en alicuotas de 80 pl para su posterior

conservacion a -80°C.

2.12. Transformacién bacteriana

La transformacién bacteriana con el ADN plasmidico de interés se realizd
utilizando el método de electroporacion. El protocolo a seguir fue el siguiente: se
tomaron alicuotas de células electrocompetentes y se descongelaron en hielo. Se
afladieron 2 pl (entre 20-50 ng) de ADN y esta mezcla se dejé reposar 5 minutos en
hielo. Posteriormente se recogio la mezcla células/ADN y se deposité en una cubeta de
electroporacion de Imm Bridge™ previamente enfriada. Esta cubeta fue sometida a un

pulso eléctrico utilizando un electroporador Electro Cell Manipulator® 600 en las

siguientes condiciones:

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

Resistencia: R R5 (129 ohm)

Carga: S 1,3-1,5 Kv

Duracion del pulso:  t 5-6 mseg.

Tras el pulso, se afiadi6 inmediatamente 1 ml de LB estéril y se incubd a 37°C en
agitacion durante 60-90 minutos. Después de este tiempo se sembraron distintas

diluciones en placas de LB so6lido adicionado con los antibidticos correspondientes.
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2.13. Secuenciacion de ADN de doble cadena

Las reacciones de secuenciacion se realizaron en un termociclador Perkin Elmer
9600 utilizando el producto comercial Abi Prism (Perkin-Elmer) y la polimerasa
Amplitaq FS, por el servicio de secuenciacion 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 se le adiciono el

cebador especifico a 6.4 picomoles y agua MilliQ hasta un volumen final de 12 pl.

2.14. Andlisis informatico de secuencias de ADN vy proteinas

Para los andlisis de secuencias de ADN vy proteinas, bisqueda de sitios de
restriccion, disefio y analisis de oligonucleétidos, localizacion de posibles marcos de
lectura abiertos (ORFs), busqueda de motivos etc., se han utilizado los siguientes
programas o paquetes informéticos: Vector NTI®, BLAST, HHpred y Phyre2. Los
bancos de datos consultados fueron Genbank a través del servidor del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nith.gov/), KEGG (http://www.genome.jp/kegg/), InterPro
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/), STRING (http://string-db.org/), PFAM

(http://pfam.xfam.org/) y Rhizobase (http://genome.microbedb.jp/rhizobase/)

2.15. Hibridacion ADN-ADN (Southern blotting)
2.15.1. Transferencia de ADN a filtros de nylon

Se llevé a cabo de acuerdo a la metodologia descrita por Southern (Southern,
1975). Para ello:

1. Realizar la electroforesis en gel de agarosa 0,8% a bajo voltaje por tiempo
prolongado para conseguir separar adecuadamente todos los fragmentos
procedentes de la digestion del ADN gendmico con las enzimas utilizadas.

2. Tincion del gel con GelRed" (Biotum) y fotografia del mismo.

3. Depurinacion acida del ADN: sumergir el gel en HCI 0,25 durante 20 minutos
dos veces, hasta que el azul de bromofenol vire a amarillo. Lavar con agua
destilada 3 veces.

4. Desnaturalizacion alcalina del ADN por inmersion del gel en una solucion
NaOH 0,5 M NaCl 1,5M durante 20 minutos. Realizar dos veces y

posteriormente lavar con agua destilada.
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5. Neutralizacion del ADN: sumergir el gel en Tris-HCI 0,5 M, NaCl 1,5 M
durante 15 minutos 2 veces. Retirar y lavar con agua destilada.

6. Lavar con 10X SSC 2 minutos.

7. Humedecer una membrana de nylon cargada positivamente (Roche™) del
tamafo del gel en 10X SSC durante al menos 5 minutos. Recortar dos piezas
de papel Whatman 3mm del mismo tamafo y otra de mayor tamafio del gel y
saturarlas en SSC 10X.

8. Sobre un cristal se construye una unidad de transferencia compuesta (de abajo
a arriba) por una pieza de papel Whatman (cuyos extremos, a modo de mecha,
se sumergen en un reservorio de tampon de transferencia 10X SSC), el gel, la
membrana de nylon y las dos piezas restantes de papel Whatman. Se colocan
varias piezas de papel absorbente sobre el sistema y un marco de plastico que
rodee la base del sistema. Sobre todo el conjunto se coloca una placa de vidrio
y sobre esta un peso de aproximadamente 1 Kg para hacer presion en el
sistema, verificando que quede totalmente horizontal. La transferencia se
prolonga durante toda una noche. Finalizado este proceso se lava la membrana
con SSC 2X durante 5 minutos, se deja secar a temperatura ambiente durante
30 minutos y se fija el ADN a la membrana mediante calentamiento en vacio a

120°C 30 minutos.

Soluciones:
> SSC 20x:
175,3 g de NaCl
8,2 g de citrato sodico
800 ml de H,O destilada
Ajustar el pH a 7,0 y completar hasta 1 litro.

2.15.2 Preparacion de sondas de ADN no radioactivas

El marcaje de sondas de ADN se ha realizado empleando el sistema no
radioactivo de marcaje con digoxigenina comercializado por Roche®, siguiendo las
recomendaciones del proveedor. Esta técnica consiste en la sintesis parcial de ADN a
partir del ADN molde que se quiere usar como sonda. Para ello, se utiliz6 el ADN

molde (previamente digerido con enzimas de restriccion) desnaturalizado por calor
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(100°C, 10 minutos) y enfriado rapidamente en hielo, una mezcla de hexanucleotidos, el

fragmento Klenow de la ADN polimerasa, y una mezcla de dNTPs que incluye dUTP

marcado con digoxigenina, nucledtido que se puede detectar mediante una reaccion

inmunolégica especifica. La cantidad de ADN empleada fue de 1 pg aproximadamente.

La mezcla se incub6 a 37°C durante 1-20h.

2.15.3. Hibridacién ADN-ADN con sondas de ADN no radiactivas

El proceso de hibridacion utilizando ADN homologo como sonda se efectu6 de la

manera que se describe a continuacion:

1.

10.

1.
12.

Prehibridacion: mantener la membrana de nylon en 30 ml de solucion de
prehibridacion en horno a 42°C durante un minimo de 2 horas.

Hibridacion: tras eliminar la solucion de prehibridacion, adicionar nueva
solucion de prehibridacion con el ADN sonda previamente desnaturalizado por
calor (100°C durante 10 minutos) y enfriado rapidamente en hielo. Incubar
durante 6 horas a 42°C.

Tras la hibridacion se realizaron los siguientes lavados: dos de 5 min en 100
ml de 2X SSC y SDS 0,1% a temperatura ambiente y dos de 15 min en 100 ml
de SSC 0,1% y SDS 0,1% a 68°C.

Lavar 5 minutos con tampoén de lavado a temperatura ambiente.

Incubar en 60 ml de tampon 11 durante 30 min.

Deteccion inmunoldgica: incubar 30 minutos con anticuerpos antidioxigenina
conjugados con fosfatasa alcalina (Roche®) diluidos 1:10000 en tampon II.
Descartar el tampo6n 11 y afiadir la dilucién con el anticuerpo durante 30 min.
Tirar la solucion y lavar dos veces con tampon de lavado durante 15 min.
Incubar con 40 ml de tampon III durante 5 minutos.

Incubar la membrana en 10 ml de CSPD (Roche®) (1:100 en tampon I1I)
durante 3 min, evitando la incidencia de la luz.

Envolver la membrana en pléstico transparente e incubar a 37°C 15 min.
Exponer la membrana a una pelicula autorradiografica (Kodak®™ X-Omat). El
tiempo de exposicion (30 minutos a 6 horas) varia en funcion de la
concentracion de ADN, el % de homologia con la sonda y la eficiencia del

marcaje.
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13. Para el revelado de las peliculas se emplearon el revelador y el fijador de

TETENAL a las diluciones y tiempos recomendados por la casa comercial.

2.15.4. Soluciones

» Solucion de prehibridacion
SSC 5x
Formamida 50%
Reactivo de bloqueo 2% (p/v) (Roche)
N-lauryl-sarcosina 0,1%
SDS 0,02%

» Tampén |
Acido maléico ............ 11 g/l
NaCl.....ccooevvvvvinen. 8,7 g/1

» Tampén 1l
Tampon |
Reactivo de bloqueo 1%

» Tampon 11
Tris-HCI 100 mM (pH 9,5)
NaCl 100 mM

» Tampdn de lavado
Tampon 1

Tween 20 0,3%

2.16. Aislamiento de ARN total

La extraccion de ARN total se realizé utilizando el kit RNeasy™ Mini Kit de
Qiagen. Para ello se siguieron los siguientes pasos:
1. Centrifugar a 13.000 rpm 1,5 ml de cultivo bacteriano en tubos eppendorf
durante 3 min.
2. Eliminar el sobrenadante y rapidamente introducir el sedimento en
nitrégeno liquido. Posteriormente guardar la células a -80°C.
3. Una vez descongeladas las células, afiadir 100 pl de lisozima (preparada en

TE 1 mg/ml). Dejar a temperatura ambiente 5 min.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Adicionar 350 pl de tampon RLT con B-mercaptoetanol, mezclar por
vortex y centrifugar 2 min a 13.000 rpm.

Pasar el sobrenadante a otro tubo y anadir 250 pl de etanol 100%.

Se pasan las muestras a través de las columnas y se centrifuga a 13.000
rpm 30 segundos.

Lavar cada columna con 700 pl de tampoén RW1.

Pasar la columna a un nuevo tubo, adicionar 500 pl de RPE y centrifugar
30 s. Volver a afiadir otros 500 pul de RPE y centrifugar 30 s.

Retirar el liquido y centrifugar 2 min para secar la columna.

Pasar la columna a tubos nuevos y afiadir 60 pl de H,O libre de RNasa. Se
deja un minuto para que se hidrate la resina y se centrifuga 1 min a 13.000
rpm. Se vuelven a adicionar 60 pl y se centrifuga 1 minuto a 13.000 rpm.
Para la eliminacién de cualquier resto de ADN se procedi6 a digerir las
muestras con DNasa (3 unidades/ pl). La relacion entre DNasa/ARN debe
ser de 5 ul por cada 100 ul de ARN. En nuestro caso, el volumen final fue

de 120 pl, de acuerdo a la reaccion:

ARN.......c.oiia 120 pl
Tampon RDD............. 14 ul
DNasa..........oeevvennnnn 6 ul

Esta mezcla se mantuvo a 28°C durante 2 horas.

Para eliminar los restos de DNasa se adicionan 490 pl de RLT con -
mercaptoetanol y 350 ul de etanol 100%. Se mezcla, se pasa a una
columna nueva y se centrifuga 30 s.

Se transfiere la columna a un nuevo tubo y se adiciona 350 ul de RW1. Se
vuelve a centrifugar 30 s.

Se afiade 500 pl de RPE y se centrifuga 30 segundos. Afiadir otros 500 ul y
centrifugar 30 s. Eliminar el liquido y volver a centrifugar 2 min.
Transferir las columnas a tubos nuevos y afiadir a la resina 25 ul de H,O
libre de RNasa, dejar 1 minuto a temperatura ambiente y centrifugar 1
minuto. Volver a afadir 25 pl de H,O libre de RNasa, dejar a temperatura

ambiente 1 min y centrifugar 1 min.
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16. Comprobar la calidad y concentracion de ARN tras electroforesis en gel de

agarosa 1,4% a 100 v durante 15 min.

2.17. Experimentos con microarrays

2.17.1. Crecimiento de las bacterias

Para el crecimiento de las cepas de Rhizobium etli CFN42 se siguié un protocolo
modificado descrito en (Girard et al., 2000). Este consiste en:

1. A partir de colonias aisladas crecidas en placas de PY so6lido, inocular un tubo
con 3 ml de PY. Incubar toda la noche a 30°C en agitacion.

2. Inocular matraces de 10 ml de PY haciendo una dilucion 1:50. Incubar 10-12
horas a 30°C en agitacion.

3. Centrifugar los cultivos por 10 minutos a 7.500 rpm a 4°C y lavar el pellet
celular con MMY. Inocular matraces de 40 ml de MMY a una densidad 6ptica de 0.1
(D.O 540 nm)- Incubar 10-12 horas a 30°C en agitacion.

4. Eliminar el sobrenadante y congelar el pellet celular en nitrogeno liquido.

5. Realizar la extraccion del ARN como se describe en el apartado 2.16.

2.17.2 Reversotranscripcion del ARN

Se marcaron 10 pg de ARN de Rhizobium etli empleando el kit CyScribe® first
strand cDNA labelling kit (HE Healthcare), en un volumen de 10 ul (completar hasta 10
ul con H,O libre de RNasas cuando sea necesario).

Incubar el ARN con 1 pl de oligonucle6tidos al azar a 70°C por 5 minutos, pasar a
hielo y a continuacion dejar a 25°C por 10 minutos. Agregar 2 pul de DTT 0.1 M, 4 ul de
tampon 5X, 1 pl de una mezcla de dNTPs (donde el dUTP se encuentra en menor
cantidad) y 1 pl de dUTP modificado que incorpora un grupo fluorescente Cy3 o Cy5 y
1 pl de la enzima reverso transcriptasa. Cada fluor6foro por separado se utilizd para
marcar el ADN complementario (ADNc) perteneciente a las dos condiciones a
comparar, en este caso se utilizo el fluor6foro Cy3 para la condicion control y Cy5 para
la condicion de estudio. La reaccion se incubd a 42°C por 1,5 horas protegiendo las

muestras de la luz.
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2.17.3 Purificacion del ADNc marcado

Para este paso se empleo el kit CyScribe GFX purification kit (GE Healthcare).
Una vez marcados los ADNc con los fluoréforos, agregar 480 ul de tampdn de captura
previamente calentado a 65°C. Realizar un barrido en un espectrofotometro desde 300 a
700 nm. Pasar el volumen por una de las columnas del kit y centrifugar 1 minuto a
10.000 rpm. El eluido se vuelve a escanear en el espectrofotometro para conocer la
incorporacion de las cianinas (debe de haber un minimo de 0.01 unidades de densidad
optica incorporada). Lavar la columna dos veces con 380 pl de tampén de lavado.
Volver a centrifugar para eliminar todos los restos de tampon de lavado. Agregar a la
columna 40 pl de tampodn de elucidn e incubar 2 minutos a 65°C, centrifugar 1 minuto a
10.000 rpm y volver a eluir con 30 pl de tampon de elucion. Secar completamente la
muestra en el speed-vacuum a una temperatura de 37°C. Resuspender el pellet en 4.5 pl
de H,O desionizada.

2.17.4. Pretratamiento del microarray

Los microarrays de Rhizobium etli CFN42 son cristales de 75 x 25 mm con
grupos epoxi sobre los cuales se fijaron oligonucledtidos 70-mer representativos de los
6.034 marcos de lectura abiertos (ORFs) del genoma de Rhizobium etli CFN42
(Gonzalez et al., 2003) por duplicado. Dichos microarrays fueron impresos en la
Unidad de Microarreglos del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional
Autonoma de México (Salazar et al., 2010).

Antes de la hibridacion, la laminilla se prehidraté exponiendo el lado impreso tres
veces por 10 segundos al vapor de agua a 60° C. Posteriormente se fijé con tres ciclos
de luz UV (0.12 J/cm®) e inmediatamente se sumergi6 la laminilla en agua hirviendo por
2 minutos. Posteriormente la laminilla se incubd en solucién de prehibridacion (SSC
5X, SDS 0.1% y BSA al 0.1%), en agitacion suave por una hora a 42°C. Posteriormente
se lavo 5 veces con agua desionizada estéril a temperatura ambiente, y se secO por

centrifugacion a 1.500 rpm por 10 minutos.

2.17.5. Hibridacién del microarray
Una vez que tenemos las muestras, tanto la control como la problema, marcadas
con los distintos fluor6éforos y resuspendidas en agua desionizada, se mezclaron las dos

muestras teniendo un volumen total de 9 pl y se afadieron 11 pl de tampon de
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hibridaciéon (SSC 5X, SDS 0.1% y TE diluido 1/5). Se desnaturaliz6 toda la mezcla a
94°C por 5 minutos, y a continuacion se mantuvo a 65°C, hasta ser aplicada sobre el
microarray, cubriendo la superficie de éste con un portaobjetos para evitar la formacion

de burbujas de aire. Incubar a 42°C por 14-18 h en oscuridad.

2.17.6. Procesamiento del microarray tras la hibridacion y analisis de datos

Transcurrido el tiempo de hibridacion, la laminilla se lavdo una vez con una
solucion de SSC 1X, SDS 0.05% durante dos minutos a temperatura ambiente, seguida
de dos lavados mas de 2 minutos cada uno con una solucion de SSC 0.06X a
temperatura ambiente. La laminilla se secé por centrifugacion a 1.500 rpm por 10
minutos.

Una vez totalmente seca la laminilla se procedié a la lectura de la misma
empleando un escaner (ScanArray Lite, PerkinElmer), el cual consta de dos laseres
capaces de excitar a 550 nm y 649 nm para la deteccion de los fluoréforos Cy3 y CyS5,
respectivamente. Para la obtencion de las imagenes se utilizé el programa ScanArray
Express. Para medir la intensidad de los distintos puntos impresos en la laminilla asi
como la intensidad del fondo asociado a cada punto, se empleo6 el software Array-Pro
Analyzer 6.5.1. A partir de los datos brutos obtenidos por este programa, se llevé a cabo
la sustraccion de la sefial de fondo, la normalizacion de los datos y la eliminacion de los
duplicados usando el programa GenArise, desarrollado por la Unidad de Informatica del
Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auténoma de México. Este
programa genera una lista de genes diferencialmente expresados, con un valor de Z-
score asociado a cada gen. Se consideraron como genes diferencialmente expresados

aquellos con un valor de Z-score mayor de 1.5 y menor a -1,5.

2.18. Reaccion de amplificacion para la cuantificacion de la expresion génica
relativa (QRT-PCR)

2.18.1. Sintesis de ADNc. Reaccion de reverso transcripcion del ARN

La sintesis de la hebra complementaria de ADN (ADNCc) a partir de muestras de
ARN se realizo siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante (Invitrogen).
Se partio de 1 pg de ARN, el cual se mezclo con 1 pl de mezcla de cebadores (100
ng/ul) y 1 ul de dNTPs 10 mM, completando hasta un volumen final de 12 pl con H,O

libre de RNasa. Esta mezcla se calentd6 a 65°C durante 5 minutos y se transfirio
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rapidamente a hielo. A continuacién se adicionaron 4 pl de tampén First Strand (5X), 2
ul de tampon DTT 0.1M y 1 ul de inhibidor de RNasa. La mezcla se incub6 a 25°C
durante 2 minutos, después se afadid6 1 pl de la enzima reverso transcriptasa
(SuperScript I, Invitrogen) y se incubd por 10 minutos a 25°C y posteriormente a 42°C
durante 50 minutos para llevar a cabo la reaccion de reversotranscripcion. Finalmente,

la enzima se inactivé por calentamiento a 65°C durante 15 minutos.

2.18.2 Reaccion de amplificacion (QRT-PCR)

La amplificacion de los fragmentos de ADNCc para la cuantificacion de los niveles
de ARNm se realizé en un termociclador iQ de BIORAD y en un volumen final de 25
ul que contenia: DNA, oligonucledtidos especificos para cada gen (0.2 uM) y una
mezcla que viene comercialmente preparada 2X iQ SYBR™ Green Supermix® que
contiene dNTPs, MgCl,, SYBR Green, fluoresceina y la iQ Taq polimerasa. Las
condiciones estindar de la reaccion de amplificacion fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos, 35 ciclos de 95°C 30 segundos, 58-
60°C 30 segundos y 72°C 30s, con una extension final a 72°C durante 5 minutos. A
continuacion un ciclo de 1 minuto a 95°C, otro ciclo de 1 minuto a 70°C seguido de 85
ciclos de 10 segundos en los que la temperatura va incrementando 0.5°C en cada ciclo,
partiendo de 55°C hasta alcanzar 97.5°C. Después de cada reaccion de PCR cuantitativa
se analiz6 la curva de fusion o de melting. Esta curva la proporciona el programa del
termociclador y se produce como consecuencia del decaimiento de la sefial fluorescente
debido a la fusion dependiente de temperatura del producto amplificado, pudiendo

determinar la formacion de productos inespecificos.

2.18.3. Medida de la eficiencia de los oligonucleétidos

El método que se empleo fue el recomendado por el fabricante del termociclador a
través del programa iCycler 1Q5 de BioRad que estd basado en el método de Pfaffl
(Pfaffl, 2001).

En nuestro caso la cantidad inicial de DNA es conocida, de forma que realizamos
distintas diluciones seriadas con el fin de generar una curva estandar enfrentando el
logaritmo de la cantidad inicial de DNA frente el valor Ct obtenido durante la
amplificacion de cada dilucion. De esta manera y a través de una serie de calculos, se

llega a la siguiente formula de eficiencia:
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e=10""-1
e = eficiencia de la PCR
a = pendiente de la recta de regresion resultante entre los Ct y la cantidad
de DNA en cada dilucion.

En condiciones ideales el valor maximo de “e” es 2, de forma que se deduce que
la pendiente deberia de tener un valor de -3,2, es decir que en cada dilucién deberia de
haber un incremento de 3,2 ciclos.

La eficiencia suele representarse en porcentaje (%), es decir, el porcentaje de
DNA amplificado en cada ciclo de reaccion. Para convertir la eficiencia (e) en
porcentaje utilizamos la siguiente férmula:

% = (e-1)*100

Para obtener resultados robustos nos quedamos con aquellas parejas de
oligonucledtidos que mostraron eficiencias en el rango 85-100%. Con el objetivo de
contar con oligonucleotidos muy eficientes, se hizo hincapié en un buen disefio de los
mismos, procurando que tuvieran un tamafio de 18-20 nucledtidos, una temperatura de
fusién (Tm) de 61°C (£ 1°C), un contenido G+C entre el 50-60% vy, sobre todo, que no
hubiera interacciones estables entre ambos oligonucledtidos o entre si mismos que
pudieran generar estructuras secundarias. Ademas, los oligonucledtidos fueron
disefiados para que el tamafio de los amplicones estuviese dentro del rango 100-200 pb.
Ademas los amplicones fueron analizados mediante el software DNA folding

(http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/dna-folding-form) en busca de estructuras

secundarias estables que impidieran una buena eficiencia en la reaccion de

amplificacion en las condiciones utilizadas.

2.18.4. Célculo de las expresiones relativas

El célculo de la expresion relativa a partir de los datos de la PCR en tiempo real se
hizo mediante el método delta-delta (AA) de Pfaffl (2001). Después de la
reversotranscripcion se amplificaron por PCR cuantitativa el gen de estudio y el gen de
referencia o constitutivo que en este caso fue el gen para el RNA ribosomal 16S. A
partir de los Ct de cada uno, el método consistié en aplicar la siguiente formula:

ER= 7 -AAcCt
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2.19. Extraccion y medida de los niveles intracelulares de c-di-GMP

Se siguid un protocolo previamente descrito por Amikan y colaboradores

(Amikam et al., 1995) y por (Pérez-Mendoza et al., 2014).

1.

A tres cultivos de 10 ml de cada cepa en medio rico incubados hasta alcanzar
la fase estacionaria (D.O.¢p0 de 1), se les anadioé formaldehido a una
concentracion final de 0,19% para el detenimiento del metabolismo celular.
Centrifugar 10 min. a 4.000 rpm a 4°C. Eliminar el sobrenadante y resuspender

las células en 1 ml de agua MQ fria. Centrifugar 3 min. a 13.000 rpm a 4°C.

. Desechar el sobrenadante y completar con agua MQ fria hasta un volumen

final de 0,5ml. Resuspender las células con ayuda de vortex.

Hervir los tubos eppendorf durante 5 minutos.

Adicionar etanol 100% frio hasta una concentracion final del 65%.
Homogeneizar con ayuda de vortex.

Centrifugar 3 min. a 13.000 rpm a 4°C. Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo
eppendorf. Realizar una segunda extraccion anadiendo 500 pl de etanol frio al
65%. Homogeneizar con ayuda del vortex.

Centrifugar 3 min. a 13.000 rpm a 4°C. Recoger el sobrenadante.

Secar las muestras en el speed-vacuum a una temperatura de 50°C hasta que

las muestras estén totalmente secas.

. Resuspender en 300 pl de acetato amonico 10 mM (pH 5,5). Filtrar las

muestras con una jeringa de 1 ml acoplada a filtros GHP Acrodisc de un

tamano de poro de 0,45 pm.

Se tomaron 200ul de muestra y se les afadié c-di-GMP puro sintético (Biolog) a

una concentracion final de 250 nM hasta completar 300 pl de volumen final. Para

la cuantificacion se realizd una curva estandar con c-di-GMP sintético en un rango

de concentraciones entre 2 nM y 20000 nM.

2.19.1. Analisis mediante HPLC acoplado a espectrometria de masas (MS/MS)

Todas las muestras de c-di-GMP fueron analizadas mediante cromatografia

liquida de alta resolucion (HPLC) acoplada a MS/MS, en el servicio de determinacion

estructural del Centro de Instrumentacidon Cientifico-Técnica de la Universidad de Jaén.

El equipo empleado esta compuesto de un cromatodgrafo Agilent 1100, acoplado a una

columna Waters Spherisorb de 5 pm OSD2 (C-18). El espectrometro de masas (Esquire
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6000, Bruker Daltonics) estaba acoplado con una trampa ionica como analizador
(TSQ7000, Finnigam). Para confirmar la identidad del analito, se determinaron tres
picos (relacion masa/carga, m/z) de 540, 248 y 152 por ionizacion positiva. La relacion
masa/carga 540 y 152 pertenecen a la fragmentacion de enlaces simples y el pico de 248
pertenece a la fragmentacion de enlaces dobles (Fig. MM.1). El area del pico de 540 se
utilizé para estimar la cantidad de c-di-GMP. Después de sustraer el c-di-GMP basal de
250 nM previamente afiadido, las cantidades del segundo mensajero se estandarizaron

por mg de proteina total, de una alicuota de 100 pl, previamente recogida.

248.06
152,05,

152,05

1 540,03 24806

Figura MM.1. Estructura quimica del c-di-GMP. Las lineas de puntos indican la fragmentacion i6nica
de la molécula por dos enlaces (m/z = 248) o por enlaces sencillos (m/z = 152 y 540).

2.20 Andlisis v purificacién de proteinas

2.20.1 Metodologia para la sobreexpresion de proteinas

Para la sobreexpresion de posibles proteinas efectoras de Rhizobium etli CFN42
en cepas de E. coli se empleo el sistema de Qiagen y cuando éste no pudo ser utilizado,
como es el caso de la proteina CelA, se utilizo el sistema de Novagen. Ambos sistemas
permiten la expresion inducible de genes mediante la adicion de IPTG obteniendo
grandes cantidades de proteina. Entre los vectores disponibles empleamos el pQE-80L
de Quiagen y el pET-28b (+) de Novagen. El primero de ellos es un vector en el cual el
gen a expresar se encuentra bajo la influencia del promotor del fago T5 permitiendo
marcar las proteinas en el extremo N-terminal con seis histidinas consecutivas (6xHis-
tag). Ademds, este vector contiene un gen lacl?, obteniendo una fuerte represion del gen
en condiciones no inductoras a través de la union de la proteina Lacl? a dos secuencias
del operador lac. En el vector de expresion pET-28b (+), el gen a expresar se encuentra
bajo el promotor T7lac, por lo que sera necesario introducirlo en una cepa portadora del
gen de la ARN polimerasa del fago T7.

Las cepas de E. coli empleadas para la sobreexpresion de proteinas han sido

OmniMAX 2-T1® (Invitrogen) para el sistema de Quiagen y C41 (DE3) y C43 (DE3)
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(Miroux & Walker, 1996) para el sistema de Novagen. Las cepas con la construccion
correspondiente se inocularon en 4 ml de LB con los correspondientes antibioticos. Al
dia siguiente se tomaron 500 pl de cultivo, se lavd con Iml de LB fresco y se
resuspendié el pellet en 500 pl de LB. De esta resuspension, se inocularon 200 pl en
matraces de 10 ml de medio LB adicionado con los correspondientes antibioticos, y se
incubaron en agitacion a 37°C hasta alcanzar una D.O. entre 0.5-0.7. 1 ml de este
cultivo se retir6 para el posterior andlisis de proteinas en geles SDS-PAGE (t=0). Al
resto del cultivo se le afiadié IPTG 1 mM vy se incub6 a 30°C por 3 horas o 24 horas.
Transcurrido este tiempo, se tomd de nuevo 1 ml para su comprobacion en geles SDS-
PAGE (=3 y t=24). El nivel de expresion fue monitorizado mediante la comparacion en
geles SDS-PAGE de las muestras a t=0, t=3 y t=24 horas.

Una vez comprobado el nivel de expresion de las proteinas a lo largo del tiempo,
se estudio la solubilidad de las mismas bajo las condiciones ensayadas. Para ello se
cultivaron las células segiin la metodologia anteriormente descrita. Tras tomar 1 ml de
cultivo para t=0, t=3 y t=24, las células se centrifugaron y el pellet bacteriano se
resuspendié en 500 pl tampoén de lisis I. Las células se rompieron por ultrasonidos
aplicando 6 ciclos de 15 segundos con un sonicador (Branson Sonifier 250). El lisado
se centrifugo a 4°C a 13.000 rpm por 5 minutos, separando asi la porcién de proteinas
solubles (sobrenadante) de los restos celulares y cuerpos de inclusion (pellet). Las
porciones correspondientes tanto al sobrenadante como al pellet, fueron analizadas

mediante geles SDS-PAGE.

2.20.1.1 Tampones empleados
e Tampon de lisis |
Tris-HC1 50 mM
NaCl 100 mM
DTT 1 mM
Glicerol 5% (p/v)
pH 7.5

2.20.2. Electroforesis de proteinas desnaturalizante (SDS-PAGE)
Para la separacion electroforética de proteinas se utilizaron geles desnaturalizantes

de poliacrilamida al 10% y 15% de 0.75 mm de grosor siguiendo el método descrito por
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Laemmli (Laemmli, 1970). Cada gel consta de un segmento superior concentrador y un
segmento inferior separador. Las muestras se mezclaron en relacion 1:1 con tampon de
carga compuesto de Tris-HCl 50 mM, SDS 55 mM, glicerol 4 % (p/v), azul de
bromofenol 0,02 % (p/v) y EDTA 1.6 mM, pH=6,8. Estas fueron hervidas durante 5
minutos a 100° C, antes de ser cargadas en el gel. Para conocer el peso molecular se
utilizé el marcador Broad Range (BioRad). Los geles se corrieron en un tampon Tris 25
mM, glicina 200 mM, SDS 1% (p/v) en cubetas de electroforesis vertical Mini-Protean
IV (BioRad). La tincion de los mismos se llevd a cabo con una soluciéon que contenia
Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1 %, metanol 40 % (v/v) y 4cido acético glacial 10 %
(v/v). Los geles inmersos en esta solucion de tincidon se calentaron en un microondas
durante 10 segundos a maxima potencia para después dejar tifiendo durante 20 minutos
a temperatura ambiente. A continuacion se eliminaron los restos de tincion mediante
cambios sucesivos con una soluciéon que contenia metanol 20 % (v/v) y écido acético

glacial 10 % (v/v). Los geles fueron escaneados en un escaner HP ScanJet G3010.

2.20.2.1. Soluciones para geles SDS-PAGE
e Gel separador

10% 15%
H,O MQ 4.02 3
Tris-HCI1.5MpH 8.8 | 2.08 2.1
SDS 10% 0.085 0.085
Acrilamida 29:1 40% 2.09 3
PSA 10% 0.085 0.085
TEMED 0.008 0.008

Volumenes expresados en ml para preparar dos geles SDS-PAGE

e Gel concentrador

5%
H,O MQ 1.62
TrissHCI1MpH 6.8 |0.315
SDS 10% 0.025
Acrilamida 29:1 40% | 0.315
PSA 10% 0.025
TEMED 0.003

Volumenes expresados en ml para preparar dos geles SDS-PAGE
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2.20.3. Purificacion de proteinas

Para la purificacion de las proteinas GlImU y Dgt de R. etli CFN42 se utilizaron
las cepas de E.coli OmniMAX 2-T1® sobreexpresando dichas proteinas en el vector de
expresion pQE-80L.

A partir de un precultivo en fase estacionaria de 10 ml de LB suplementado con el
antibiotico Ampicilina (Ap, 200 pg/ml) se inocularon 500 ml de medio LB con Ap (1L
para Dgt) y se dejaron crecer a 37°C en agitacion hasta alcanzar una D.O. de 0.5-0.7.
Una vez alcanzada dicha D.O., se tom6 1 ml para el posterior andlisis de la expresion en
geles SDS-PAGE. El cultivo se indujo con ImM de IPTG y se dejo creciendo a 30°C en
agitacion por 3 horas para permitir la expresion de las proteinas. Tras las 3 horas se
volvid a tomar 1 ml para su andlisis en geles SDS-PAGE. Las células se recogieron por
centrifugacion a 4°C a 10.000 rpm por 10 minutos, se eliminé el sobrenadante y se
guardo el pellet celular a -80°C para facilitar la rotura de la membrana celular. El pellet
se resuspendid en 15 ml de tampodn de lisis I y se procedi6 a la lisis celular empleando
la prensa francesa a 1.000 psi. El lisado celular se centrifugé a 15.000 rpm a 4°C
durante 1 hora, obteniendo la fraccion soluble y desechando el pellet compuesto
fundamentalmente por restos celulares.

El proceso de purificacion de las proteinas se realizd mediante cromatografia
liquida rapida de proteinas (FPLC), para lo que se emplearon columnas de Niquel
HisTrap  HP de 5 ml (GE Healthcare). El protocolo consistié en pasar los 15 ml de la
fraccion soluble a través de la columna de Ni previamente equilibrada con el tampdn de
lavado A, para que la proteina con la marca 6xHis quedara unida a la columna. Para
eliminar posibles proteinas contaminantes con afinidad por el Ni se volvi6 a lavar la
columna con 2 volimenes de tampon de lavado A introduciendo un 5% de tampdn B.
Por ultimo, se procedi6 a eluir la proteina introduciendo un gradiente de tampon B, del
5% al 100% en 10 minutos. Las distintas fracciones fueron recogidas en alicuotas de 2
ml y fueron analizadas en geles SDS-PAGE, para determinar en qué fraccion la proteina

de interés se encontraba en mayor cantidad y pureza.

2.20.3.1 Dializacion de proteinas

Para la eliminacion del imidazol se utilizaron casetes de dialisis de un tamafio de
3500 MWCO (Slide-A-Lyzer Dualysis, ThermoFischer). La muestra proteica se

introdujo en los casetes siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacion, se
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elimino el aire y se introdujo en el tampon de dialisis que fué de 1000 veces el volumen
de la muestra. Se hicieron dos tandas de dialisis, la primera de ellas de 4-6 horas y la
segunda de 12-14 horas. Finalmente se recogio6 la muestra con ayuda de una jeringa y se

determind la cantidad de proteinas.

2.20.3.2. Tampones utilizados
e Tampon de lisis 11
NaH,PO4/ Na,HPO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 10 mM
Una pastilla de inhibidor de proteasas (Roche)
pH=8
e Tampoén de lavado A
NaH,PO4/ Na,HPO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 20 mM
pH=8
e TampoOn B
NaH,PO4/ Na,HPO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 500 mM
pH= 38
e Tampodn de didlisis
NaH,PO4/ Na,HPO, 50 mM
NaCl 300 mM
pH=8

2.21. Determinacioén de proteinas totales

La cuantificacion de proteinas fue llevada a cabo mediante el método descrito por
Bradford (Bradford, 1976), para lo cual se prepard una recta patrén con albimina de
suero bovino (BSA) disuelta en el mismo tampon en el que se encontraba la muestra
problema. Sobre cada cubeta con patron o muestra se anadieron 800 ul del reactivo

BioRad protein assay (BioRad) diluido 1:5 en agua, y TE hasta completar un volumen
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total de 1 ml. Se agitaron las cubetas y tras 5 minutos se midi6 la absorbancia a 595 nm

en un espectrofotometro Shimadzu UV 1800.

2.22. Purificacion del MLG

Para la purificacion del B-glucano de enlaces mixtos (MLG) de Sme y Ret, se

crecieron precultivos de 10 ml en MM durante toda la noche. Posteriormente, se
centrifugd y lavo el pellet celular varias veces con MM para resuspenderlo en 1 ml de
MM e inocular matraces de 500 ml con 500 pl de la resuspension bacteriana. A
continuacion, el cultivo se dejo crecer a 28°C durante tres dias con una velocidad de
agitacion moderada (80 rpm). Tras el crecimiento, el cultivo se filtré por un cedazo de
0.5 mm de tamafio de poro para retener los floculos. A continuacion, el cedazo se
sumergié en agua destilada tres veces para lavar los floculos de MLG. Con ayuda de
una pipeta, se recogieron los floculos para introducirlos en un recipiente de vidrio con
30 ml de agua MQ para posteriormente hervir las muestras durante 5 minutos.
Seguidamente las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 4000 rpm a
temperatura ambiente. El sobrenadante se desechd y el pellet se volvid a resuspender en
30 ml de agua MQ. Se repitio todo el proceso de hervir y lavar las muestras 4 veces
mas. Finalmente, el pellet obtenido se congeld a — 80 °C y se procediod a su liofilizacion
hasta su completa deshidratacion.

Cinco miligramos del MLG fueron digeridos con 10 unidades de liquenasa (endo-
1,3 (4)-B-glucanasa, Megazyme) en 1 ml de agua durante 12 horas a temperatura
ambiente. Tras la digestion, las muestras fueron centrifugadas a 16.000 rpm por 10
minutos. A continuacidn los sobrenadantes fueron congelados a -80 °C, liofilizados y
disueltos en agua. Para el andlisis de los productos obtenidos tras la digestion, las
muestras se analizaron en una placa de cromatografia en capa fina (TLC) de silica gel
(Alugram Sil G/UV, Macherey-Nagel) usando butanol:acido acético:agua (2:1:1) como

eluyente. Una mezcla de diferentes oligosacéridos se utilizé como marcador.

I11. TECNICAS ANALITICAS
3.1 Cromatografia en capa fina (TLC)

Para poner de manifiesto la produccion de factores de nodulacion (factores Nod)
en R. etli CFN42 se sigui6 un protocolo modificado previamente descrito por Cardenas

y colaboradores (Cardenas et al., 1995). A partir de precultivos en medio PY, se
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inocularon matraces de 10 ml de MMY suplementado con CaCl, y ClsFe, ajustando la
DOgoo a 0,1. Los cultivos se indujeron con el flavonoide naringenina (preparado en
etanol 100%) quedando a una concentraciéon final de 1.5 uM. Como control se
colocaron cultivos sin naringenina. A continuacion, se tom6 1 ml del cultivo y se coloco
en tubos de plastico estériles especiales para radiactividad, al que se le afiadi6 0.25 uCi
de L-[metil '*C]- metionina (56.3 mCi/mmol, Perkin Elmer) o 0.5 pCi de D-[1-'*C]-
glucosamina (54 mCi/mmol, Amersham). Los matraces y los tubos con la marca
radiactiva fueron incubados a 30°C durante 30 horas hasta alcanzar una fase estacionaria
(DOgoo 0.8-1). La extraccion de los factores Nods se realizé mediante la adiccion de 0.5
ml de I-butanol saturado con agua. Tras realizar varias agitaciones con vortex,
posteriormente se procedid a evaporar el butanol en el speed-vacumm, para resuspender
los factores Nod en 20 pl de 1-butanol saturado con agua. 6 ul de esta solucion se
colocaron sobre una placa de silica octadecilo (C18, Sigma), para su andlisis. Tras
correr las muestras durante 20 minutos en una fase movil compuesta por
acetonitrilo:agua (1:1), la placa se dejo secar antes de proceder a su revelado en una
pelicula radiografica (GE Healthcare) durante 4-5 dias. La posterior visualizacion de los
compuestos radiactivos se hizo en un equipo Phosphorlmager (Molecular Dynamics

Amersham) equipado con el software Storm 820.

3.2 Cromatografia para la identificacion de nuevas proteinas efectoras

capaces de unir c-di-GMP

Para la obtencion de lisados de R. etli CFN42 enriquecidos en posibles proteinas
efectoras que unan c-di-GMP se siguio6 el protocolo descrito previamente en el trabajo
desarrollado por Diivel y colaboradores (Diivel et al., 2012).

Se partio de dos litros de cultivo de R. etli CFN42 crecido en medio TY hasta fase
exponencial tardia (DOgg 0.8-0.9). Tras centrifugar por 15 minutos a 6500 rpm a 4°C y
eliminar el sobrenadante, el pellet celular se lavo con tampdén fosfato (PBS). A
continuacion las células fueron resuspendidas en 12 ml de tampon fosfato, el cual
contenia 1mM dithiothreitol (DTT), una pastilla de inhibidor de proteasas (Roche),
benzonasa (Novagen), 10 mM ATP, ImM GTP, 0.25 mM cAMP y 0.25 mM cGMP.
Las células se lisaron mediante dos pases por la prensa de French (1000 PSI). El lisado
se volvid a centrifugar a 16500 rpm a 4°C por 45 minutos, para eliminar los restos

celulares.
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Se equilibraron sendas alicuotas de 200 pul de sefarosa, una con el c-di-GMP unido
(BioLog, Cat. N°. C 057) y otra control sin c-di-GMP (GE Healthcare, Cat. N° 17-0906-
01), lavando tres veces con 10 ml de tampon PBS en tubos de 15 ml. El lisado obtenido
se mezcld con la sefarosa y se incubd por 2 horas a 4°C en un agitador orbital. A
continuacion se centrifugd la sefarosa para ambas condiciones, a 1500 rpm por 1 minuto
a 4°C para posteriormente, lavarla cinco veces con 10 ml de PBS tomando alicuotas en
cada lavado para su posterior andlisis en geles SDS-PAGE. La sefarosa se traspasd a
tubos eppendorf de 1.5 ml para volver a lavarla con 1 ml de PBS. Se tom¢ una alicuota
del sobrenadante para su analisis en geles SDS-PAGE vy el resto se elimind. Finalmente
las proteinas unidas a la sefarosa se eluyeron con 250 pl de c-di-GMP 100 pM durante
40 minutos a 4°C en un agitador orbital. Transcurrido este tiempo se volvid a
centrifugar la sefarosa por 1 minuto a 4°C y se recogié el sobrenadante de ambas
condiciones (sefarosa con y sin 2'-AHC-c-di-GMP), para la posterior identificacion de
las proteinas unidas a la sefarosa mediante espectrometria de masas (LC-MS/MS).

e Tampon fosfato (PBS) 1X

NaCl 137 mM

KCI 2.7 mM

Na,HPO, 10 mM

KH,PO4 1.8 mM

pH 7.4

3.2.1 Dot blot

Para comprobar el enriquecimiento de proteinas efectoras obtenidas por
cromatografia de afinidad, se llevaron a cabo ensayos dot blot con un analogo
fluorescente del c-di-GMP. El andlogo empleado fue 2'-O-(6-[Fluorescenil]-
aminohexilcarbamoil)-c-di-GMP o 2’-Fluo-AHC-c-di-GMP (Biolog), el cual posee un
espectro de excitacion/emision de 494/517 nm de longitud de onda (A).

Previo a cada ensayo de dot blot, todas las muestras proteicas fueron ajustadas a la
misma concentracion de proteina, 1 mg/ml. Un total de 3 pg de proteina se colocaron
sobre un filtro de nitrocelulosa con un tamafio de poro de 0.45 pm (Immobilon,
Millipore). Las gotas se dejaron secar a temperatura ambiente y las membranas se
bloquearon con TBS-T conteniendo 5% de leche desnatada en polvo durante 1 hora a

temperatura ambiente. A continuacidn, se incubaron las membranas con 2 -Fluo-AHC-
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c-di-GMP 1uM disuelto en la solucion de bloqueo, durante 1 hora a temperatura
ambiente. Tras lavar las membranas con TBS-T durante 10 minutos, estas fueron
reveladas en un Phosfoimager FX (BioRad), empleando los parametros para el SYBR
Green I. Como control positivo, se emple6 la proteina con dominio PilZ PA3353 de
Pseudomonas aeruginosa (Diivel et al., 2012). Como control negativo para los dot blot
con proteina purificada, se empled la albumina de suero bovino (BSA) y como control
negativo de lisados se utilizo lisado de la cepa de E. coli conteniendo el plasmido pQE-
80L. Ademas, se ensayod el tampdn en el cual estaba resuspendida cada muestra para

descartar alguna posible sefial fluorescente por parte de este.

3.3. Fluorescencia polarizada (FP)

Un ensayo de fluorescencia polarizada (FP) permite ver de forma rapida, sencilla
y con bajo consumo de muestra, interacciones biomoleculares (interacciones proteina-
proteina, proteina-acidos nucleicos y proteina-ligando) (Moll et al., 2006b). En este
trabajo se ha usado esta técnica para ver la interaccion de las proteinas Dgt y GlmU de
Rhizobium etli CFN42.

Un ensayo de FP se basa en el empleo de un ligando pequefio marcado con un
fluordforo, el cual puede absorber energia luminica a una determinada longitud de onda
(M) para después liberarla a una A mayor (menos energética). Al excitar una solucion
acuosa con luz polarizada, las moléculas marcadas giran sobre si mismas emitiendo luz
en distintos planos al plano de excitacion, por lo que no se obtiene luz polarizada. Pero
cuando el ligando marcado se une a una molécula de mayor peso molecular (en este
caso una proteina), este disminuye la velocidad de rotacion y la luz se emite en el
mismo plano que el de excitacion, dando lugar a luz polarizada.

Se han usado dos modalidades de este ensayo: ensayo directo y ensayo
competitivo. En ambos casos, las medidas se han tomado a temperatura ambiente en un
lector de placas CLARIOstar® (BMG Labtech) empleando placas negras de 384
pocillos (OptiPlate, Perkin Elmer), con una pareja de filtros de excitacion/emision de
485/535 nm. Los datos fueron analizados con el programa GraphPad Prism 6.0,
representando la fluorescencia polarizada frente al logaritmo de la concentracion de la
proteina obteniendo una curva sigmoidea donde se puede determinar la constante de

disociacion (Kp).

92



Materiales y métodos

3.3.1. Ensayo directo

En este ensayo se realizaron diferentes diluciones de las proteinas en tampon FP,
desde 65 uM hasta 65 nM para GImU, y desde 1.8 uM hasta 0.18 nM para Dgt. Como
analogo fluorescente al c-di-GMP se emple6é el 2'-O-(6-[Fluoresceinil]-
aminohexilcarbamoil)-diguanosina monofosfato ciclico o 2'-Fluo-AHC-c-diGMP
(Biolog), a una concentracion final de 5 nM. En cada pocillo se cargaron un total de 60
ul realizando tres réplicas técnicas para cada dilucion de la proteina. Como control se
cargaron 3 réplicas con 60 pl de tampon FP y para el ajuste de la cantidad minima de
fluorescencia se cargd un pocillo con 60 ul del fluoréforo disuelto en tampén FP a

concentracion final de 5 nM.

3.3.2. Ensayo competitivo

En este tipo de ensayo se pretendia ver si el c-di-GMP sin marcar era capaz de
desplazar al analogo fluorescente. Para ello, concentraciones crecientes de c-di-GMP (0
50 y 500 uM) sin marcar fueron incubados con 10 uM de la proteina GImU durante 30
minutos a 4°C para a continuacion afiadir el andlogo fluorescente a una concentracion
final de 5 nM en un volumen total de 60 pl. La fluorescencia polarizada fue medida tras

un minuto.

e Tampoén FP
NaH,PO4/ Na,HPO4 50 mM
NaCl 300 mM
CHAPS 0.005% (v:v) como surfactante.

3.4 Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC)

Para analizar la interaccion entre la proteina GImU y el segundo mensajero c-di-
GMP se empled un protocolo modificado de (Moll et al., 2006a), se utilizo un
microcalorimetro (MicroCall LLC). Como agente diluyente tanto de la proteina GlmU
como del c-di-GMP se utiliz6 el tampon fosfato empleado en la diélisis de la proteina
(NaH2PO4/ Na2HPO4 50 mM y NaCl 300 mM, pH 8). 7 ul de c-di-GMP a una
concentracion de 170 uM fueron inyectandose en una celda que contenia la proteina

GIlmU a 20 uM a una temperatura de 20 °C y con una agitacion de 307 rpm. Como
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control se realizaron inyecciones solo del tampoén. Los datos fueron analizados con el

software MicroCal Origin.

IV. ENSAYOS CON PLANTAS.

4.1. Esterilizacion y germinacion de semillas

Las semillas de alfalfa (Medicago sativa cultivar Aragén) se esterilizaron
sumergiendo las semillas en HgCl, al 2,5% durante 9 minutos. A continuacién se
lavaron 5-6 veces con abundante agua desionizada estéril y se dejaron en imbibicion
durante dos horas en agitacion. Transcurrido este tiempo se volvieron a lavar con agua
desionizada estéril hasta que el agua volvido a quedar transparente. Se colocaron las
semillas bien separadas en placas Petri estériles que contenian papel de filtro adicionado
con 3 ml de agua destilada estéril. Por ultimo, se dejaron las semillas germinando en
oscuridad a 28°C durante 48 horas.

Las semillas de veza (Vicia sativa cultivar José) fueron esterilizadas en superficie
por inmersion en etanol 100% durante 2 minutos. Después se lavaron 5-6 veces con
agua estéril para volverlas a sumergir en una soluciéon de hipoclorito sédico al 5%
durante 7 minutos. Se volvieron a realizar 7-8 lavados con agua estéril y finalmente se
colocaron en imbibicién durante 10-12 horas. Transcurrido este tiempo se lavaron de
nuevo con agua estéril, se colocaron en condiciones asépticas en placas Petri sobre
papel de filtro humedecido colocado y se dejaron en oscuridad a 28°C durante 48 horas.

Las semillas de judia (Phaseolus vulgaris cultivares Contender y Negro Jamapa)
fueron esterilizadas en superficie mediante inmersion en etanol 100% durante 5 minutos
dos veces y posteriormente lavadas 2-3 veces con agua destilada estéril para eliminar
los restos de etanol. A continuacion las semillas se sumergieron en una solucion de
hipoclorito sédico al 5% durante 5 minutos para volver a lavarlas 7 veces con agua
estéril. Finalmente se seleccionaron aquellas semillas que presentaban la cuticula sin
alterar y se dejaron germinar en placas que contienen agua:agar (1%) en oscuridad a

28°C durante tres dias.

4.2 Solucién nutritiva

Para los cultivos hidroponicos se ha utilizado la solucion nutritiva libre de

nitrégeno de (Rigaud & Puppo, 1975) modificada:
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> Macroelementos:
KHoPOys.ooviiiiiiicn 68 mg/1
KoHPOy e 44 mg/1
MgSO4.7Hy0. ..o, 123 mg/1
KoSOsguiniiiiiiiiiiiiiiiin, 174 mg/1
CaSO4..uviviiiiiiieiiiee, 120 mg/1
EDTA férrico ..........occeeeeeee.. 25 mg/l

> Microelementos
Na;MoO4.2H0...eeviiene 0,11 mg/l
H;BOs. ..o, 2,85 mg/l
MnSO4.4H0......ovviinna. 3,07 mg/l
ZnSO4THO. .o 0,55 mg/1
CuSO4.5H0..eviiiine 0,2 mg/1

El pH de la solucion se ajusté a 7,5 con KOH. La solucion se esterilizd en

autoclave a 120°C durante 20 minutos.

4.3. Medida de la eficiencia simbiética

El cultivo de alfalfa, veza y judia se llevd a cabo en sistemas hidroponicos en
dispositivos del tipo jarra Leonard (Leonard, 1943), conteniendo una mezcla de
vermiculita:perlita (3:1) como sustrato y la solucidon nutritiva libre de nitrogeno en la
parte basal. Para cada cepa se inocularon 25 plantulas de veza y alfalfa y 12 de judia con
10° UFC/raiz del inoculo correspondiente (R. etli para judia, S. meliloti para alfalfa y R.
leguminosarum para veza). Cubrimos las semillas con la vermiculita y cubrimos la parte
basal con papel para mantener las raices en oscuridad. Las plantulas de alfalfa y judia
fueron cultivadas en cédmara de cultivo con un fotoperiodo de 16/8 horas de
luz/oscuridad y una temperatura de 24/16°C dia/noche y un 75% de humedad relativa.
Las plantas de veza fueron cultivadas en un invernadero.

El peso fresco de la parte aérea, el peso seco de la parte aérea, el nimero de
nddulos por planta, el peso por nddulo y el contenido en nitrégeno fueron determinados
después de 29 dias de crecimiento para las judias y 41 dias para veza y alfalfa. El peso

seco de la parte aérea fue obtenido tras incubar la biomasa en una estufa a 65°C por 3
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dias. A continuacion, el material seco fue triturado para determinar el contenido de
nitrogeno total a través del servicio de Ionémica del Instituto CEBAS-CSIC (Murcia).
Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente, realizando un analisis de

la varianza (ANOVA) empleando el software IBM SPSS statistic 22.

4.4. Estabilidad de las construcciones mini-Tn7 in planta

Con el fin de determinar la estabilidad de las construcciones mini-Tn7 y los
vectores pJB3Tc19 y pJBpleD* in planta, se tomaron 50 nédulos de cada cepa y se
esterilizaron en superficie por inmersion en una solucion de HgCl, 0.25% durante 5
minutos. Tras 5 lavados con abundante agua estéril, los nddulos se machacaron con
ayuda de una varilla de vidrio y el contenido de cada uno se sembr6 en placas de medio

TY so6lido, con o sin los antibidticos correspondientes.

4.5. Adhesién a raices

Las semillas de veza, judia y alfalfa fueron esterilizadas y germinadas como se
describe en el apartado 4.1. Una vez germinadas, 9 plantulas fueron transferidas a un
matraz que contenia 50 ml para judia y veza o 25 ml para alfalfa de una suspension
bacteriana con 5 x 10° UFC/ml de las distintas cepas a competir. Tras incubar las
plantulas con la suspension bacteriana por 4 horas, las raices fueron separadas del tallo
y se hicieron grupos de 3 raices. Estas fueron lavadas 4 veces con 10 ml de agua estéril
en tubos falcon o eppendorf (para alfalfa), para eliminar todas las bacterias no unidas a
la raiz. A continuacion, 10 ml de medio MM adicionado con EDTA 2mM se anadieron
a las raices para liberar las bacterias adheridas mediante dos ciclos de un minuto de
vortex y 1 minuto en un bafio de sonicacion. Diluciones seriadas fueron sembradas en
placas de MM suplementado con CR, distinguiéndose las bacterias portadoras de pleD*
(colonias rojas) de las cepas control (colonias blancas). Se determin6 el porcentaje de
células adheridas por gramo de raiz con respecto al total de bacterias inoculadas.

En el caso de los mutantes de Ret (capitulo 2), se procedié a la modificacion de
este protocolo. Una vez las semillas fueron germinadas, como se explica en el apartado
4.1, las plantulas se colocaron en vasitos de orina de 50 ml a los que previamente se les
habia hecho tres agujeros en la tapa para poder introducir la raiz de las plantulas, de
forma que la raiz quedaba inmersa en la solucion nutritiva y el cotiledon permanecia en

la superficie de la tapa. Se incubaron las plantulas durante 48 horas en oscuridad. A
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continuacion, tomando solo la tapa, se traspasaron las plantulas a otro vasito de orina
que contenia 50 ml de la mezcla bacteriana preparada en solucién nutritiva. Se
mantuvieron los vasitos en agitacion suave (120 rpm) durante 12, 24 o 48 horas para
posteriormente procesar las raices como se ha explicado anteriormente. Para poder
diferenciar las dos cepas en competencia, cuando fue posible las diluciones seriadas se
sembraron en placas de medio MM adicionado con CR. Cuando la seleccion con CR no
fue posible, las cepas a competir fueron seleccionadas por portar diferentes resistencias

a antibioticos. Finalmente se determind el porcentaje de cada cepa adherida a la raiz.

V. TECNICAS MICROSCOPICAS

5.1. Microscopia optica para la observaciéon de bacteroides

La observacion de los bacteroides se realizo siguiendo un protocolo descrito por
Haynes y colaboradores (Haynes et al., 2004). Los bacteroides fueron liberados del
interior del nédulo mediante un corte transversal de éste sobre un portaobjetos. Tras
colocar la cara cortada del ndédulo hacia el cristal, los bacteroides adheridos al cristal
fueron tefiidos con una solucién de SYTO 13, el cual estaba preparado en tampdn
PIPES 80 mM a una concentracion de 1ul/ml de tampoén. Los bacteroides se dejaron
titendo en oscuridad a temperatura ambiente por 15 minutos, para su posterior
visualizacién al microscopio Optico de fluorescencia Zeiss Axioskope empleando el

objetivo de 100 aumentos (100x)

5.2. Microscopia 6ptica para la observacion de nédulos de judia

Se siguid un protocolo modificado descrito por Redondo y colaboradores
(Redondo et al., 2009). Los nédulos fueron recolectados de plantas de judia variedad
Negro Jamapa 29 dias post-inoculacion. Se tomaron 8 nédulos provenientes de 4 plantas
distintas de dos zonas distintas de la raiz: 1) zona A, se corresponde con la base del tallo
y corona de la raiz, son los nodulos que primero se forman y por tanto suelen ser de
mayor tamafio y mas desarrolados, ii) zona I, se corresponde con una zona intermedia
de la raiz, aqui los nddulos suelen ser de menor tamafio y son de formacion mas
reciente.

Tras su recoleccion, los nédulos fueron inmediatamente fijados en una mezcla de
glutaraldehido 5% y paraformaldehido 4% en tampon cacodilato sodico 100 mM

conteniendo 25 mg/ml de sacarosa (pH 7.4). La fijacion se hizo en vacio por dos horas
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manteniendo siempre las muestras en frio. Transcurrido este tiempo, se realizd un
segundo proceso de fijacion durante 16h a 4°C en agitacion. Al dia siguiente se hicieron
3 lavados de una hora con tampdn cacodilato a 4°C en agitacion. Las muestras fueron
post-fijadas en 1% tetroxido de osmio en tampodn cacodilato, durante 16 h a 4°C. La
deshidratacion de las muestras se hizo mediante inmersion de 1 hora en concentraciones
crecientes de etanol. Finalmente, las muestras fueron incubadas con acetato de uranilo
1% en etanol 70% durante 24 h a 4°C.

Los nodulos fijados fueron embebidos en resina acrilica (Unicryl) tras un proceso
de polimerizacion a 60°C. Cortes semifinos (Ium) se realizaron con un micrétomo
equipado con cuchilla de diamante. Dichos cortes semifinos fueron tefiidos con 1% de
azul de toluidina para su observacion directa en un microscopio 6ptico Zeiss Axioskope.
Se tomaron fotografias de los nodulos completos y de las regiones de interés con

diferentes aumentos (4x, 10x, 40x y 100x).
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Capitulo I

1. Impacto de elevados niveles del segundo mensajero c-di-GMP

en bacterias que interaccionan con plantas

1.1. Uso de la construccion pJBpleD* para incrementar los niveles

intracelulares de c-di-GMP en bacterias.

Gracias a las herramientas bioinformaticas, cada dia se dispone de mas datos
acerca de las proteinas codificadas en los genomas bacterianos. En el caso de las
bacterias que interaccionan con plantas, el nimero de proteinas implicadas en el
metabolismo, sintesis o degradacion del segundo mensajero c-di-GMP es elevado. Este
alto numero de proteinas con dominios GGDEF, EAL o HD-GYP sugiere multiplicidad
y redundancia funcional, lo cual limita las posibilidades de estudio de cada una de ellas
mediante abordajes genéticos cldsicos. Por este motivo, se ha seguido una estrategia
experimental alternativa, basada en el incremento artificial de los niveles intracelulares
del segundo mensajero c-di-GMP vy el estudio de su impacto sobre distintos aspectos del
ciclo de vida bacteriano.

Como se ha mencionado en la introduccion, la diguanilato ciclasa (DGC) PleD es
un regulador de respuesta que controla la diferenciacion celular durante la division
asimétrica caracteristica de la bacteria Caulobacter crescentus (Aldridge et al., 2003;
Levi & Jenal, 2006; Paul et al., 2004). PleD presenta actividad diguanilato ciclasa
asociada al sitio activo A, donde se localiza un motivo GGEEF, y esta regulada
alostéricamente por c-di-GMP a través de un sitio I (inhibitorio) funcional. Ademas,
esta proteina contiene dos dominios receptores de grupos fosfato conocidos como RECI
y REC2, aunque solo el primero de ellos parece estar implicado en la regulacion de la
actividad DGC, a través del residuo Asp-53 que es susceptible de fosforilacion por la
quinasa DivJ]. Dicha fosforilacion desencadena una serie de cambios conformacionales
que culminan con la formacion de dimeros enzimaticamente activos (Paul et al., 2007;
Wassmann et al., 2007).

La DGC utilizada en este trabajo se conoce como PleD* (Aldridge et al., 2003),
una derivada de PleD que posee cuatro mutaciones puntuales que hacen que la actividad
DGC sea independiente de su estado de fosforilacion y por tanto muestre actividad

DGC constitutiva. Es importante destacar que, a pesar de que la actividad de PleD* no
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dependa de su estado de fosforilacion, ésta sigue manteniendo la regulacion alostérica

por producto.

1.1.1. Aumento artificial de los niveles intracelulares de c-di-GMP y su
cuantificacion.

Para estudiar el efecto de elevados niveles de c-di-GMP en diferentes bacterias
que interaccionan con plantas, tanto en vida libre como durante su interaccion con el
hospedador, se utilizo el plasmido pJBpleD* (Pérez-Mendoza et al., 2014), que contiene
el gen pleD* bajo el control transcripcional del promotor lac, clonado en el vector
pJB3Tc19. Dicho plasmido se introdujo mediante conjugacion biparental en las
siguientes cepas: Rhizobium etli CFN42 (Ret), R. leguminosarum bv. viciae UPM791
(Rle), Sinorhizobium meliloti 8530 (Sme) y en el fitopatdgeno Pseudomonas syringae
pv. tomato DC3000 (Pto).

Para comprobar si la sobreexpresion de pleD* desde el vector pJBpleD*
aumentaba de forma significativa los niveles intracelulares de c-di-GMP en estas
bacterias, se cuantifico este segundo mensajero mediante HPLC acoplado a un
espectrometro de masas (ver apartado 2.19 de la seccion Materiales y Métodos). Las
cantidades de c-di-GMP en las cepas con el vector pJBpleD* fueron comparadas con las

de las cepas control, portadoras del vector pJB3Tc19 vacio.
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Figura 1.1. Cuantificacion de los niveles intracelulares de c-di-GMP. Cantidad de c-di-GMP en R. etli
CFN42 (Ret), R. leguminosarum bv. viciae UPM791 (Rle), S. meliloti 8530 (Sme) y P. syringae pv.
tomato DC3000 expresando pleD* en multicopia (pJBpleD*) y sus respectivas cepas control con el vector
vacio (pJB3Tcl19). Cada valor representa la media de 3 réplicas bioldgicas. Las barras indican el error
estandar.
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En la figura 1.1 se recogen los valores obtenidos tras la cuantificacion de c-di-
GMP de las distintas cepas bacterianas, crecidas en medio rico TY a una DOgyy de
aproximadamente 1. Los niveles fisioldgicos de c-di-GMP de las distintas cepas
portando el vector vacio se encontraron cerca o por debajo del limite de deteccion de la
técnica (Fig. 1.1). Sin embargo, en todas las especies analizadas, la sobreexpresion de la
DGC PleD* provocd importantes incrementos de los niveles intracelulares de c-di-
GMP. Por ejemplo, en Rle y Pto, la expresion de pleD* multiplicé los niveles de c-di-
GMP por 13 y 17, respectivamente. En Ret y Sme el rango de aumento no pudo
determinarse porque las cantidades de c-di-GMP de las cepas control (niveles
fisiolégicos normales) estuvieron siempre por debajo del limite de deteccion de la

técnica.

1.1.2. Impacto de elevados niveles de c-di-GMP en bacterias en vida libre

Se determino si la expresion del gen pleD* y los elevados niveles de c-di-GMP
podrian afectar al crecimiento bacteriano. Debido a la formacién de floculos inducidos
por altos niveles de c-di-GMP, se realizaron curvas de crecimiento con cepas de Pto y
Ret delecionadas en el operén de la celulosa portando las construcciones pJB3Tc19 y
pJBpleD*. No se observaron diferencias significativas en el crecimiento de las cepas de
Pto y Ret portando el plasmido pJBpleD* y el control pJB3Tc19.

El c-di-GMP es un segundo mensajero implicado, fundamentalmente, en la
regulacion de la transicion entre los estilos de vida movil y sedentario o sésil. Es por
ello que el estudio de los cambios fenotipicos asociados a altos niveles de c-di-GMP se
centr6 en procesos bacterianos clave en esta transicion, tales como la motilidad

bacteriana, la produccion de exopolisacéaridos y la formacion de biopeliculas.

1.1.2.1. Motilidad bacteriana
Para comprobar el efecto de elevados niveles intracelulares de c-di-GMP en la
motilidad de nuestras bacterias modelo, se llevaron a cabo ensayos de motilidad

dependiente de flagelos, swimming y swarming.
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A B

pJB3Tc19 pJBpleD* pJB3Tcl9 pJBpleD*

Figura 1.2. Impacto de altos niveles de c-di-GMP sobre la motilidad bacteriana. A). Motilidad tipo
swimming de las bacterias indicadas portando los plasmidos pJB3Tc19 y pJBpleD*. El halo de motilidad
se midi6 tras 3 dias de incubacion a 28°C para los rizobios y 24 horas para Pseudomonas, en placas de
medio Bromfield semisélido (0.3% agar). B) Motilidad en superficie o tipo swarming sobre placas de
medio minimo (0.6% agar) incubadas durante 3 dias a 28°C para los rizobios y 24 horas para
Pseudomonas. R. etli CFN42 (Ret), R. leguminosarum bv. viciae UPM791 (Rle), S. meliloti 8530 (Sme) y
P. syringae pv. tomato DC3000 (Pto).

En las cuatro especies estudiadas, ambos tipos de motilidad, swimming (Fig.
1.2A) y swarming (Fig. 1.2B), se vieron drasticamente reducidas en presencia de altos
niveles de c-di-GMP. En el caso de Sme, la gran producciéon de EPSs, no permitio
realizar ensayos adecuados de motilidad swarming. En esta bacteria, la produccion de
EPS favorece un tipo de motilidad pasiva, independiente de flagelos denominada

sliding, que a menudo se confunde con la motilidad swarming (Nogales et al., 2012).

1.1.2.2. Produccion de exopolisacaridos (EPSs)

La producciéon de EPSs por bacterias es un proceso regulado por multiples
condiciones medioambientales. El papel de estos EPSs puede ser muy variado, como la
proteccion frente a estreses bidticos y abidticos, asi como el integrar la matriz
extracelular implicada en la adhesion a superficies, la formacion de biopeliculas o las

interacciones con otros organismos (Whitney & Howell, 2012).
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La produccion de EPSs suele ponerse de manifiesto mediante el crecimiento de
las bacterias en medio adicionado de colorantes. Entre los mas extendidos estan el rojo
Congo (CR) y el calcofluor (CF). EI CR une unidades D-glucopiranosil de polisacaridos
neutros o basicos, asi como algunas proteinas, mientras que el CF es méas especifico y se
une a enlaces glucosidicos B (1-4) y B (1-3), como los de la celulosa y el curdlan,
respectivamente (Spiers et al., 2002; Teather & Wood, 1982).

Para estudiar el impacto de este segundo mensajero en la produccion de EPSs, las
cuatro especies de estudio expresando pleD* y sus respectivas cepas control portando el
vector vacio pJB3Tcl9, se crecieron sobre medio s6lido adicionado de CR o CF. En
todos los casos, los altos niveles de c-di-GMP provocaron la formacién de colonias
rugosas y de color rojo intenso en medios con CR, que contrastaban con las bacterias
control, mucosas y de color blanquecino o ligeramente rosado (Fig. 1.3 A y B). De
forma analoga, sobre medio so6lido adicionado con calcofltior, las bacterias que
expresaban pleD*, presentaban una fluorescencia brillante y de color azulada bajo luz
ultravioleta, en comparacion con las cepas control (Fig. 1.3 C). La propiedad de uniéon a
CF fue aprovechada para cuantificar la produccion de EPSs. Para ello, las bacterias se
crecieron en medio minimo liquido adicionado con CF y posteriormente se midio la
fluorescencia emitida, la cual es directamente proporcional a la cantidad de EPS
presente en el medio. La figura 1.3 D, muestra la fluorescencia emitida por los cultivos
bacterianos de las cuatro cepas de estudio con y sin PleD*. En todos los casos, altos
niveles de c-di-GMP provocaron un aumento significativo de la fluorescencia,
probablemente debida a la mayor producciéon de EPSs. Los casos mas destacados lo
encontramos en Ret y Sme, donde la sobreexpresion de PleD* provocd un aumento de
la fluorescencia de mas de 70 veces en comparacidn con sus respectivas cepas control,
portadoras del vector vacio.

En la cepa Pto los fenotipos observados en medios con CR y CF fueron debidos a
la producciéon del polisacarido celulosa, ya que un mutante en los genes WssBC del
operon de la celulosa, pierde la capacidad de unir CR y CF, aun cuando los niveles de c-
di-GMP son elevados (Pérez-Mendoza et al., 2014; Prada-Ramirez et al., 2015). Sme, al
contrario que la mayoria de rizobios, carece del operdn de biosintesis de celulosa y los
fenotipos CR” y CF" dependientes de la presencia de elevados niveles intracelulares de

c-di-GMP son debidos a la produccion de un nuevo exopolisacéarido, conocido como [3-
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glucano de enlaces mixtos (MLG) (Pérez-Mendoza et al., 2015). Tanto Ret como Rle,
presentan los genes necesarios para la sintesis de ambos polisacaridos, celulosa y MLG,
por lo que los fenotipos observados en CR y CF, dependientes de c-di-GMP, son
probablemente debidos a incrementos de la produccion de ambos polisacaridos (ver
Capitulo II).

Ret Rle Sme Pto
pJB3Tc19 pJBpleD* pJB3Tcl9 pJBpleD* pJB3Tcl9 pJBpleD*

h' € ‘ _.‘ \! i )\I
d [ == :

pJB3Tcl9 pJBpleD*

A

Il »JB3TC19
s | I pJBpleD*

Unidades arbitrarias

Ret Rle Sme Pto

Figura 1.3. Efecto de elevados niveles de c-di-GMP en la produccion de exopolisacaridos. A)
Morfologia de colonias aisladas y B) crecimiento en masa sobre medio solido adicionado de rojo Congo
(CR, 125 pg/ml) o C) calcofltor (CF, 200 ng/ml), de bacterias portadoras del plasmido pJBpleD* o el
vector vacio pJB3Tc19. Las fotos se tomaron tras 48 horas de crecimiento a 28°C para los rizobios y a
20°C para Pto. D) Fluorescencia emitida bajo luz UV por cultivos liquidos en medio con calcoflaor (100
ug/ml). R. etli CFN42 (Ret), R. leguminosarum bv. viciae UPM791 (Rle), S. meliloti 8530 (Sme) y P.
syringae pv. tomato DC3000 (Pto). Las barras indican la media de tres replicas técnicas + desviacion
estandar.

1.1.2.3. Formacion de biopeliculas

La formacion de biopeliculas se puede cuantificar mediante tinciéon con el
colorante cristal violeta (CV) (O'Toole et al., 1999). Para analizar el efecto de elevados
niveles de c-di-GMP en la formacion de biopeliculas, nuestras bacterias modelo fueron

cultivadas en MM en placas multipocillo de poliestireno, durante 72 h en agitacion. En
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Ret y Rle la presencia de PleD* dio lugar a un significativo incremento en la formacion
de biopeliculas, siendo més desarrolladas y compactas que las formadas en condiciones
fisiologicas de c-di-GMP (pJB3Tc19). El incremento en la formacién de biopeliculas en

superficies abidticas fue de 5 y 2.5 veces para Rle y Ret, respectivamente (Fig. 1.4).
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Figura 1.4. Formacion de biopeliculas de Rhizobium etli CFN42 (Ret) y R. leguminosarum bv.
viciae UPM791 (Rle) expresando pleD* (pJBpleD*) y el vector vacio (pJB3Tc19). La cuantificacion de
las biopeliculas se realizo tras tincion con cristal violeta (CV) de cultivos de 72 h en MM en placas
multipocillo, en agitacion a 28°C. Las barras representan la media de 8 pocillos + error estandar de al
menos 3 experimentos independientes.

En el caso de Sme y Pto no fue posible determinar la formacion de biopeliculas
por este método, ya que estas especies formaron peliculas en la interfase aire-liquido,
débilmente unidas a las paredes de los pocillos, que durante el protocolo de tinciéon con

CV colapsaron, imposibilitando su cuantificacion.

1.1.3. Impacto de elevados niveles intracelulares de c-di-GMP en la interaccion
rizobio-leguminosa

Se analizé el impacto de altos niveles de c-di-GMP sobre tres asociaciones
simbidticas  diferentes: Phaseolus vulgaris-R. etli CFN42, Vicia sativa-R.
leguminosarum bv. viciae UPM791 y Medicago sativa-S. meliloti 8530. El uso de estas
estirpes nos permitid determinar el efecto de este segundo mensajero en distintos tipos
de interacciones simbidticas, las que dan lugar a la formacion de nédulos determinados
(Ret-Phaseolus) e indeterminados (Rle-Vicia y Sme-Medicago). Se cuantificé por un
lado la capacidad de adhesion de las distintas cepas a las raices de sus respectivas
plantas hospedadoras, y por otro la eficiencia simbiotica mediante la determinacion de
parametros como numero y biomasa de nodulos, biomasa y contenido en N de la parte

aérea de la planta.
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1.1.3.1. Adhesion a raices

La unidn de los rizobios a las raices de sus plantas leguminosas hospedadoras es
un proceso esencial para la colonizacion de la raiz y el posterior establecimiento de una
interaccion simbiotica efectiva (Danhorn & Fuqua, 2007; Gage, 2004). Durante este
proceso de unidon de las bacterias a las raices de sus plantas hospedadoras, juegan un
papel clave los EPSs secretados por la bacteria.

Se realizaron ensayos de adhesion competitiva en los que mezclas 1:1 de las
bacterias, con y sin pleD*, se pusieron en contacto con raices de plantulas de
leguminosas y se cuantificd la proporcion de cada tipo de bacteria adherida a la raiz.
Como se puede observar en la tabla 1.1, en las tres especies de rizobios ensayadas la
sobreexpresion de pleD* provocoé un aumento significativo de células adheridas en
comparacion con las cepas controles (pJB3Tcl9). El caso mas sorprendente lo
encontramos en Ret, donde los altos niveles de c-di-GMP provocaron un aumento en la
adhesion a las raices de P. vulgaris (judia) de mas de 100 veces, con respecto a

condiciones fisiologicas de c-di-GMP.

1.1.3.2. Eficiencia simbidtica

Para evaluar los efectos de los altos niveles de c-di-GMP en distintas especies de
rizobios (Ret, Rle y Sme) sobre la eficiencia simbidtica con sus respectivas plantas
hospedadoras (judia, veza y alfalfa, respectivamente), se emplearon sistemas de cultivo
hidroponico en jarras tipo Leonard. Cada plantula fue inoculada, en el momento del
transplante, con una suspension bacteriana de aprox. 10° células de las cepas portando
los plasmidos pJBpleD* o pJB3Tcl9 (consultar la seccion IV del Materiales y
Métodos).

¢ Interaccion Sinorhizobium meliloti 8530 - Medicago sativa.

La interaccion Sme-alfalfa da lugar a la formacion de nodulos indeterminados,
que presentan un meristemo distal persistente y una forma ovoide o cilindrica (Yang et
al., 1992). En este estudio, todas las plantas de alfalfa, tanto las inoculadas con la cepa
Sme pJBpleD* como con Sme pJB3Tc19, mostraron nodulos fijadores con un color
rosaceo, indicativo de la fijacion bioldgica del nitrogeno que estaba ocurriendo en su
interior. El nimero y el tamafio de n6dulos formados fue similar en ambos casos (Tabla

1.1). Tampoco se encontraron diferencias significativas entre el porte aéreo ni el
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contenido de nitrdgeno de las plantas inoculadas con la cepa Sme pJBpleD* o Sme
pJB3Tcl9.

¢ Interaccion Rhizobium leguminosarum bv. viciae UPM791-Vicia sativa

La interaccion Rle-veza también da lugar a la formacién de ndédulos de tipo
indeterminado. También en este caso los nodulos formados por ambas cepas mostraron
color roséaceo, tipico de nodulos fijadores. Tampoco se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el numero o tamafio de nddulos (Tabla 1.1), aunque
hubo un ligero descenso del nimero de ndédulos en las plantas inoculadas con la cepa
Rle pJBpleD*. Las plantas de veza inoculadas con la cepa que expresaba pleD*, a pesar
de un porte aéreo ligeramente menor y un aspecto amarillento, no presentaron
diferencias estadisticamente significativas en el peso seco de la parte aérea y en el
contenido de nitrogeno, con las plantas inoculadas con la cepa control (Rle pJB3Tc19)
(Tabla 1.1).

e Interaccién Rhizobium etli CFN42-Phaseolus vulgaris

En la interaccion de Ret-judia se forman nddulos de tipo determinado,
habitualmente esféricos. Esta relacion simbiotica fue la mas afectada por la expresion de
la DGC PleD*. Los nodulos de las plantas de judia inoculadas con las cepas portadoras
de los plasmidos pJBpleD* y pJB3Tcl9 presentaron color rosado. Sin embargo, el
nimero de nddulos de las plantas inoculadas con la cepa Ret pJBpleD* fue
significativamente menor que en las plantas inoculadas con la cepa control Ret
pIJB3Tcl9 (Tabla 1.1). Por el contrario, el tamafio de estos nodulos era
significativamente mayor, lo que podria ser una consecuencia del menor niimero de los
mismos. Las plantas de judia inoculadas con la cepa Ret pJBpleD* tenian un porte aéreo
significativamente menor, presentaron un aspecto amarillento (Fig. 1.5 y Tabla 1.1) y,
un menor contenido de nitrégeno, en comparacion con las plantas inoculadas con la

cepa control (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1. Parametros determinados en la interaccion simbiotica

Planta Rizobio Adhesién® | N° de nédulos® | Peso/nédulo® Pesoasé?::ag arte ﬁﬁ?gggﬂg
Phaseolus pJBI?thl 9 0,04 +0,01%" 301+19°7 3,33 £ 0,241 0,95 + 0,04 3535+3,22"
vulgaris pJBI;T;D* 6,55+0,73%" | 203x12F 4,30 + 0,421 0,66 + 0,06" 19,64 = 3,29'

Vicia pJBI;ITecl o | 834£119%" | 23833 0,73 % 0,06 0,41 % 0,09 9,93 = 2,24

sativa pJBI;eeD* 1723+2,63%" | 19015 0,65+ 0,12 0,30 = 0,02 5,66 + 0,40
Medicago pﬁ;{il o | 0:19+0,08 % 80 + 2 1,36 0,12 0,44 £ 0,07 18,74 + 3,89
sativa szglfD* 6,30 + 1,64 %" 72+6 1,80 0,19 0,43 + 0,05 20,09 + 3,00

? Porcentaje de bacterias adheridas por gramo de raiz
® Media del nimero de nédulos por planta
¢ Media del peso de cada nddulo por planta (mg)

4 Media del peso seco por planta (g)

¢ Contenido de nitrogeno por planta (mg)

"Diferencias significativas segin un test ANOVA (P<0.05) entre las plantas inoculadas con las cepas que portan los plasmidos pJBpleD* y pJB3Tc19
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Tomando en conjunto los datos de las tres interacciones simbioéticas, se deduce
que los elevados niveles intracelulares del segundo mensajero c-di-GMP no afectan por
igual a todas las interacciones simbioticas. Segin nuestros resultados, los altos niveles
de ¢-di-GMP conllevan una reduccion de la eficiencia simbidtica en la interaccidon que
culmina con la formacioén de noédulos determinados, como es caso de P. vulgaris con R.

etli CFN42
N.I pJBpleD* pJB3Tc19

Figura 1.5. Efecto de los altos niveles de c-di-GMP en la interaccion Rhizobium etli CFN42 con
Phaseolus vulgaris. Plantas representativas de judia tras 29 dias de la inoculacion con las cepas de Ret
indicadas. N.I., no inoculadas.

1.1.4. Estabilidad de la construccién pJBpleD*

Los resultados indicaban la eficacia de la construccion pJBpleD* para conseguir
incrementos significativos de los contenidos de c-di-GMP en las distintas especies
bacterianas ensayadas. Sin embargo, durante la realizacion de algunos ensayos en vida
libre, como los de motilidad tipo swimming o produccion de polisacaridos, y tras una
incubacion prolongada observamos cierta inestabilidad de algunos fenotipos. Por
ejemplo, tras 4-5 dias las cepas que portaban el pldsmido pJBpleD* comenzaban a
mostrar cierta motilidad o a aparecer sectores blancos en colonias que hasta entonces
aparecian totalmente rojas en medios con CR. Esta inestabilidad fenotipica podria
deberse a la inestabilidad del plasmido pJBpleD*, que se pondria de manifiesto tras la
pérdida de actividad del antibidtico en el medio. Un ensayo preliminar de motilidad
swimming y de produccion de EPS sobre CR, en presencia y ausencia de antibiotico,
permitid corroborar la baja estabilidad de la construccion pJBpleD* en ausencia de

presion selectiva (Fig. 1.6).
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Para cuantificar de forma mas precisa la pérdida de la construccion pJBpleD* en
vida libre, se disefid un experimento de crecimiento en medio liquido, en donde las
cuatro especies bacterianas de estudio, portando las construcciones pJBpleD* y
pJB3Tc19, fueron cultivadas en medio sin Tc y mantenidas en fase exponencial durante
al menos 100 generaciones, mediante diluciones diarias en medio nuevo. Tras este
tiempo, se sembraron diluciones seriadas de cada cultivo en placas de medio selectivo y
no selectivo. La estabilidad fue determinada como la proporciéon de unidades
formadoras de colonias (UFC) aparecidas en medio selectivo frente al total de UFC
contabilizadas en medio no selectivo (Tabla 1.2). Es de destacar la baja estabilidad de
ambos plasmidos pJB3Tcl9 y pJBpleD* en Sme y en Ret, que se mantuvieron en
menos del 5% de las células tras 100 generaciones. El plasmido pJBpleD* mostro
mucha menor estabilidad que el plasmido vacio en Ret, Rle y Pto (Tabla 1.2), indicando
la presion selectiva negativa que podria ejercer el gen pleD* en estas cepas en las

condiciones ensayadas.

A B
pJBpleD* pJBpleD*

Figura 1.6. Estabilidad de la construccién pJBpleD* en ausencia de antibiodtico. Con la cepa Ret
pIBpleD* se realizaron ensayos de motilidad tipo swimming (A) y produccion de exopolisacaridos sobre
rojo Congo (B), en presencia o ausencia de tetraciclina. Las imagenes fueron tomadas tras 5 dias de
incubacion a 28°C.
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Tabla 1.2. Estabilidad de los plasmidos pJB3Tc19 y pJBpleD*

Cepas Estf'albili_dad
en vida libre®
Ret pJB3Tc19 8,6%
Ret pJBpleD* 0,6%
Rle pJB3Tcl19 73,5%
Rle pJBpleD* 67,1%
Sme pJB3Tc19 2,8%
Sme pJBpleD* 3,1%
Pto pJB3Tc19 100%
Pto pJBpleD* 76,8%

* Las bacterias fueron cultivadas durante al menos 100 generaciones en medio rico sin antibidticos. La
estabilidad fue medida como el porcentaje de UFC en medio selectivo respecto al total de UFC en medio
no selectivo.

La baja estabilidad de la construccion pJBpleD* adquiria especial importancia en
ensayos in planta en donde la aplicacion de antibidticos no es posible, pudiendo afectar
al resultado de la interaccidon planta-bacteria. Por tanto, los resultados presentados en el
apartado 1.1.3 podrian estar sesgados por la pérdida de la construccion pJBpleD*. Por
este motivo, se decidié evaluar la estabilidad de las construcciones pJBpleD* y
pJB3Tc19 in planta, tras la interaccion simbiotica. Para ello, se tomaron 50 nddulos de
plantas de judia, veza y alfalfa inoculadas por las cepas portadoras de los plasmidos
pJBpleD* y pJB3Tc19. Dichos nodulos se machacaron individualmente y el contenido
se extendid en placas de medio rico con y sin antibidtico (Tc). Tras su crecimiento a
28°C durante 48-72 horas se determind el porcentaje de permanencia de cada
construccion. El caso mas significativo lo encontramos de nuevo en Ret, donde no se
recuperd ninguna colonia Tc¢" de los nodulos inoculados con la cepa Ret pJBpleD* (0 de
50 ndédulos), frente al 98 % de los nodulos inoculados con la cepa Ret pJB3Tc19, lo que
indicaba, de nuevo, la importante inestabilidad de la construccion pJBpleD* (Tabla 1.3).
En el caso de Rle la estabilidad de los vectores pJB3Tc19 y pJBpleD* fue mucho mayor
en comparacion con la estabilidad en Ret (86% y 70% respectivamente), aunque es
importante resaltar que solo se recuperaron una o pocas colonias Tc¢" de la mayoria de
noddulos formados por la cepa Rle pJBpleD*, frente al crecimiento en masa obtenido a

partir de nodulos de la cepa Rle pJB3Tc19 (Tabla 1.3). Esto sugeria una pérdida muy
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significativa del pldsmido pJBpleD* entre las poblaciones bacterianas de dichos
nddulos.

Con respecto a Sme, al igual que en Ret, la estabilidad de las construcciones
pJB3Tcl19 y pJBpleD* fue muy baja, especialmente para ésta ultima (51% y 22%
respectivamente).

Estos datos, junto con la estabilidad de las construcciones en vida libre, sugerian
que el plasmido pJBpleD* no era una herramienta idonea para el mantenimiento de
altos niveles intracelulares de c-di-GMP en condiciones de ausencia de presion
selectiva. Ademas, la sobreexpresion de la DGC PleD* en multicopia parecia ejercer
una gran presion negativa en las bacterias, especialmente durante la interaccion con la
planta, lo que explicaria la mayor inestabilidad del plasmido pJBpleD* respecto al

vector pJB3Tc19.

Tabla 1.3. Estabilidad de las construcciones in planta.

Estabilidad en

Cepas simbiosis
Ret pJB3Tc19 98%
Ret pJBpleD* 0%
Rle pJB3Tc19 86%
Rle pJBpleD* 70%
Sme pJB3Tc19 51%
Sme pJBpleD* 22%

#Porcentaje de nodulos que contienen bacterias con resistencia al antibiético Tc.

1.2 Incorporacion estable y expresion del gen de la diguanilato ciclasa PleD*

en el genoma de bacterias que interaccionan con plantas.

Habida cuenta de la inestabilidad del vector pJBpleD*, se hacia necesario el uso
de construcciones mas estables que permitieran una evaluacion mas realista del impacto
de los altos niveles de c-di-GMP sobre ciertas propiedades bacterianas, particularmente
el establecimiento de simbiosis fijadoras de nitrogeno. Por ello se abord6 la
construccion y ensayo de vectores mini-Tn7 para la introduccion del gen pleD* en el

genoma de nuestras bacterias modelo.
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1.2.1. El transposon Tn7

El transposéon Tn7 es un elemento genético movil ampliamente utilizado en
ingenieria genética para la introduccion estable de genes en genomas bacterianos. Porta
los genes necesarios para su transposicion, thSABCDE, los cuales se encuentran
flanqueados por dos secuencias repetidas invertidas conocidas como Tn7R y Tn7L
(DeBoy & Craig, 2000; Peters & Craig, 2001; Waddell & Craig, 1989). Es capaz de
insertarse con una elevada frecuencia en un Unico sitio y con una Unica orientacion
dentro del genoma bacteriano. El sitio de insercion del Tn7 se conoce como attTn7 y se
encuentra generalmente aguas abajo del gen glmS, que codifica para una glucosamina-
fructosa-6-fosfato aminotransferasa. Este gen se encuentra muy conservado en la
mayoria de las bacterias y es esencial, entre otros, para la sintesis de componentes de la
pared celular (Peters & Craig, 2001).

La transposasa, encargada de la insercion del transposon, reconoce una secuencia
dentro de la region codificadora del gen glmS. El lugar de insercion, sin embargo,
ocurre unos 25 pb aguas abajo del codon de terminacion de la traduccion (Fig. 1.7), de
forma que la insercion no suele causar ningun efecto negativo en la actividad de gImS ni
sobre la viabilidad de las bacterias. La mayoria de las bacterias poseen una sola copia
del gen gImS, aunque existen algunas excepciones como Burkholderia mallei que posee
varias copias del mismo (Choi et al., 2006). En otros casos, como en Proteus mirabilis,
el genoma contiene sitios attTn7 secundarios no asociados al gen glmS (Choi &

Schweizer, 2006b).

Tn7R Transposéon Tn7 Tn7L

glmu glms T Insercion Tn7

| = >‘

Figura 1.7. Orientacidén especifica del transposén Tn7. El lugar de la insercion ocurre aguas abajo del
gen gImS. El extremo derecho Tn7R se sitlia justo aguas abajo del gen.

Basandose en estas propiedades del transposon Tn7, se han desarrollado
diferentes vectores mini-Tn7 con distintos propoésitos (Bao et al., 1991; Choi et al.,

2005; Koch et al., 2001; Lambertsen et al., 2004). Estos vectores permiten la
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integracion de genes en el genoma en una sola copia, lo que los convierte en utiles
herramientas para el estudio de promotores, complementacion génica y marcaje de

bacterias en condiciones en que la seleccion con antibidticos esta limitada.

1.2.2. Construccion e introduccion en el genoma de vectores mini-Tn7
portadores del gen pleD*

El gen pleD* bajo el control del promotor Plac, fue amplificado a partir del
plasmido pJBpleD*, empleando los oligonucledtidos pJB3Tc19F y pleDTn7 (ver anexo
1). El fragmento de 1.785 pb obtenido se cloné en el vector de clonacion pCR®-XL-
TOPO® dando lugar al plasmido pTOPO-pleD*, el cual fue secuenciado para
comprobar que la polimerasa no hubiese cometido errores durante el proceso de
amplificacion. Posteriormente, el plasmido pTOPO-pleD* fue digerido con las enzimas
de restriccion ECORI y Sacl, y el inserto que contenia el gen pleD* se subclono en el
vector pUCI8T-miniTn7T (Choi et al., 2005) digerido previamente con las mismas
enzimas. El plasmido resultante, mini-Tn7pleD*, no es estable fuera del grupo de las
enterobacterias ya que tiene un origen de replicacion ColE1, actuando como un vector
suicida fuera de este grupo (Lambertsen et al., 2004). Para evitar la posible toxicidad
por la expresion del gen pleD* en multicopia, el plasmido mini-Tn7pleD* se introdujo
en la cepa movilizadora de E. coli p2155, que contiene un gen lacl® que permite
mantener una baja expresion de pleD* en ausencia de inductor (IPTG). Este plasmido se
movilizd a nuestras bacterias modelo mediante cruces triparentales (ver apartado 1.5 de
materiales y métodos), empleando la cepa B2163 con el plasmido pUX-BF13 que
codifica las funciones necesarias para la transposicion. Las estirpes bacterianas
receptoras empleadas fueron: S. meliloti 8530 (Sme), R. etli CFN42 (Ret), R.
leguminosarum bv. viciae UPM791 (Rle) y el fitopatdgeno P. syringae pv. tomato
(Pto).

En un primer abordaje se intento la seleccion de transposantes sin seleccion de
antibidticos, aprovechando que la expresion de pleD* provoca un aumento de
produccion de EPS y la formacion de colonias de color rojo intenso en medios con CR.
No obstante, siguiendo este método de seleccion directa solo se pudieron aislar
transposantes de R. etli (Ret Tn7pleD*), bacteria con la que se obtuvieron los valores

mas altos de transposicion. Estas colonias rojas aparecieron con una frecuencia de 107
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(ver tabla 1.4) y se distinguian facilmente de las no transposantes, de color blanco. Para
el resto de las especies, este método de seleccion no fue fructifero debido a la baja
frecuencia de transposicion del vector mini-Tn7pleD*. Por ello, se decidié introducir
genes de resistencia a antibidticos (Km y Tc) junto al gen pleD*, lo que facilitaria la
seleccion de los transposantes. Los genes de resistencia a Km y Tc fueron extraidos de
los vectores p34S-Km y p34S-Tc respectivamente, mediante la digestion con la enzima
de restriccion Kpnl. Los correspondientes fragmentos de ADN fueron clonados en el
vector mini-Tn7pleD* adyacentes al gen pleD*, dando lugar a los plasmidos mini-

Tn7pleD*Km y mini-Tn7pleD*Tc, respectivamente (Fig. 1.8).

ApR

pUC18T-mini-Tn7T
(3.515 bp)

,”' ’ fool Ncol

|
T0|T1E> pleD* mini-Tn7pleD*
TD|T1P pleD* l// /&/}/ //m mini-Tn7pleD*Km
To‘np V /W M mini-Tn7Km

T0|T1P pleD* |f‘33'33, g R mini-Tn7pleD*Te
T0|T1D | mini-Tn7Tc

1 Kb

Figura 1.8. Vectores mini-Tn7 portadores de pleD*. El gen pleD* bajo el control del promotor lac,
junto a los genes de resistencia a Km y Tec, fueron clonados entre las secuencias Tn7R y Tn7L. Las
construcciones con el gen pleD* delecionado fueron obtenidas mediante digestion con la enzima Ncol.
Ap', Km' y Tc', genes de resistencia a ampicilina, kanamicina y tetraciclina respectivamente; MCS, sitio
de clonacion multiple; TyT, terminadores de la transcripcion del bacteriéfago A y del operéon rrmB de E.
coli respectivamente; P, promotor lac.

Debido a la necesidad de contar con controles negativos adecuados y poder
conocer los posibles efectos de la insercion del mini-Tn7 per se, se construyeron
plasmidos mini-Tn7 carentes del gen pleD* activo. Para ello, a partir de los plasmidos
mini-Tn7pleD*Km y mini-Tn7pleD*Tc, se realizo una delecion interna del gen pleD*
con la enzima Ncol, eliminando 1.114 pb de los 1.380 pb del gen pleD*. Los plasmidos

resultantes se denominaron mini-Tn7Km y mini-Tn7Tc, respectivamente.
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Estas nuevas construcciones mini-Tn7 portadoras de genes de resistencia a
antibioticos, fueron introducidas en el genoma de las estirpes seleccionadas mediante
conjugaciones triparentales. Las frecuencias de insercion, representadas en la tabla 1.4,
indicaron una baja eficiencia de insercion en todas las bacterias ensayadas, aunque se
observd bastante variabilidad dependiendo de la cepa y de la construccion. Las
eficiencias mas bajas se encontraron en R. leguminosarum y S. meliloti. Estas dos
bacterias producen una gran cantidad de exopolisacaridos, por lo que el proceso de
conjugacion pudo verse afectado por la presencia de este material denso y mucoso.
Igualmente, de forma general, las construcciones que portaban el gen pleD* presentaron
una menor eficiencia de transposicion, probablemente debido a su mayor tamafio (Tabla
1.4). Ademas, la eficiencia de transposicion fue mayor para las construcciones con el

gen de resistencia a Km que para las T¢'.

Tabla 1.4. Frecuencias de transposicion de las construcciones mini-Tn7.
Construccién

Cepa mini-Tn7 Frecuencia
Tn7pleD* 3,0x 107
Tn7pleD*Km 6,5 x 10_6
R. etli CFN42 Tn7Km 52x10°

Tn7pleD*Tc 9,8 x 10_8
Tn7Tc 51x10°

Tn7pleD*Km 2,5x 10_8

R. leguminosarum  Tn7Km 48x10"
bv. viciae UPM791 Tn?p]eD*Tc < 10-9

Tn7Te 18x10°

Tn7pleD*Km 4 x 10-8

-8
o Tn7Km 8x 10

S. meliloti 8530 X 9
Tn7pleD*Tc 3,5x10

Tn7Tc 23x10"

Tn7pleD*Km 1,6 x 10-7

P. syringae Tn7Km 4,8 x 10°
pv. tomato DC3000  Tn7pleD*Tc 7x10"

Tn7Tc 2x 10"
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1.2.3. Comprobacion de las inserciones mini-Tn7

Como se ha explicado con anterioridad, la insercion de las construcciones mini-
Tn7 tiene lugar aguas abajo del gen glmS. Gracias a la disponibilidad de secuencia de
los genomas de R. etli CFN42 (Gonzalez et al., 2006), R. leguminosarum bv. viciae
3841 (Young et al., 2006), S. meliloti 1021 (Capela et al., 2001) y P. syringae pv.
tomato DC3000 (Buell et al., 2003), se identific6 el gen gImS en cada una de estas
especies. En Pto se encuentra anotado un gen glmS (PSPTO 5595). El genoma de Ret
presenta dos genes gImS, anotados como gIlmS1l y glmS2, ambos de localizacion
cromosomica (RHE CH02091 y RHE CHO04036 respectivamente). Los genomas de
Rle y Sme contienen dos genes con actividad glucosamina-fructosa-6-fosfato
aminotransferasa, glmS y nodM. El gen glmS tiene una localizacion cromosémica
(RL2382 y SMc00231 para Rle y Sme, respectivamente), mientras que el gen nodM se
localiza en los plasmidos simbioticos de Rle (pRL100180) y Sme (SMa0878).

Con el fin de determinar el sitio attTn7 en cada especie, realizamos un
alineamiento de esta region, tanto para los genes gIlmS como nodM, de cada especie,
comparando la secuencia con otros sitios attTn7 anteriormente descritos en otras
bacterias como P. aeruginosa (Pae) y E. coli (Eco) (Jittawuttipoka et al., 2009; Kumar
etal., 2010; Waddell & Craig, 1989) (Fig. 1.9).

glmS Pae GACCAGCCGCGCAACCTGGCCAAGTCGGTCACCGTCGAGTAA
glmS Pto GACCAGCCGCGGAATCTGGCGAAGTCGGTGACGGTGGAGTGA
glmS Eco GACCAGCCGCGTAACCTGGCAAAATCGGTTACGGTTGAGTAA
nodM Sme GACCAGCCGCGCAACCTTGCGAAATCGGTAACGGTCGAATGA
glmS Sme GACCAGCCGCGCAACCTCGCCAAATCGGTGACGGTCGAATGA
glmS Rle GACCAGCCGCGCAACCTGGCGAAATCGGTGACCGTGGAATAA
NodM Rle GACCAGCCGCGGAATCTAGCTAAATCGGTCACAGTCGAATGA
glmS1l Ret GATCAGCCCCGCAATCTGGCGAAATCCGTGACTGTGGAGTAA
glmS2 Ret GACCGGCCGGCAAACCTGCTGAAGGTGACGGAGACGGTCTGA

Figura 1.9. Alineamiento de los sitios attTn7 de los genes gimS y nodM de diferentes bacterias. El
hipotético sitio attTn7 reconocido por la transposasa se muestra subrayado. En negrita se muestra el
codon de parada de los ORFs glmS y nodM. En amarillo estan marcados los nucledtidos invariables y en
azul los fuertemente conservados. Pae, Pseudomonas aeruginosa; Pto, P. syringae pv. tomato DC3000;
Eco, Escherichia coli; Sme, Sinorhizobium meliloti; Rle, Rhizobium leguminosarum bv. viciae; Ret, R.
etli CFN42.

La figura 1.9 muestra el alineamiento de secuencias attTn7 en genes glmS y
nodM. El sitio attTn7 de Pto presenta un 86.7% y un 83.3% de identidad con respecto al
sitio attTn7 de Pae y Eco, respectivamente. En los casos de Sme y Rle, tanto el gen

gImS como el gen nodM contienen posibles sitios attTn7. Ret presenta dos genes glmS
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anotados (gImS1 y glmS2), pero solo el primero de ellos parece contener un sitio attTn7.
El gen glmS2 es de menor tamafio que glmS1 (1032 pb y 1827 pb, respectivamente).
Ademas, el posible sitio attTn7 en glmS2 muestra solo un 58.7 % de secuencia
conservada respecto a los de Pae y Eco, frente al 78.6 % de secuencia conservada en

glmS1.

o Verificacion de las inserciones mediante PCR

El sitio tedrico de la insercion se identifico situado a unos 25 pb a partir del codén
de parada de cada gen glmS o nodM. Se disend una pareja de oligonucledtidos
especificos para cada especie, aguas arriba y aguas abajo del sitio tedrico de insercion
(ver anexo 1). Al realizar una reaccion de PCR se obtuvieron fragmentos de unos 600
pb en las cepas silvestres pero no para los transposantes. Por otro lado, como la
orientacion del Tn7 tras la insercidon es conocida, utilizando un oligonucleo6tido interno
del Tn7, pTn7R y uno de los oligonucledtidos de la region glmS o nodM, se pudo
comprobar la presencia de las construcciones mini-Tn7 aguas abajo del gen gImS o

nodM en los casos de Sme y Rle.

e Verificacion de las inserciones mediante hibridacion ADN-ADN.

Numerosos estudios demuestran que la insercion del transposon Tn7 es Unica y
que ocurre en una misma orientacion en diversas bacterias (Barnes et al., 2008;
Lambertsen et al., 2004; McKenzie & Craig, 2006). No obstante, con el fin de verificar
la localizacion y orientacion de las inserciones, se realizé una hibridacion de los ADN
genomicos de las cepas Pto Tn7/Km, Pto Tn7pleD*Km, Sme Tn/Km y Sme
Tn7pleD*Km, digeridos con la enzima de restricciéon ECORI frente a ADN del plasmido
mini-Tn7pleD*Km digerido con EcoRI y marcado con digoxigenina. Puesto que la
secuencia del mini-Tn7 contiene un sitio interno ECORI, la digestion del ADN provoca
su rotura dando lugar a la aparicion de dos bandas de hibridacion (Fig. 1.10). Los
resultados mostraron que la insercion del transposon era Unica, orientada y localizada
aguas abajo del gen glmS para Pto y mayoritariamente asociada el gen nodM para Sme,

de acuerdo con el tamafio de los fragmentos de hibridacion.
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Figura 1.10. Verificacion, mediante hibridacion ADN-ADN del ntimero, orientacion y localizacion de las
inserciones mini-Tn7 en el genoma de Pseudomonas syringae pv. tomato y Sinorhizobium meliloti.
Carril 1: Pto Tn7Km, carril 2: Pto Tn7pleD*Km, carril 3: marcador, carril 4: Sme Tn7Km, carril 5: Sme
Tn7pleD*Km. En lineas negras se muestran los tamafios correspondientes a las bandas de hibridacion
para Sme, mientras que en lineas rojas discontinuas se muestran los tamafios para Pto. El esquema
representativo no esté a escala.

1.2.4. ldentificacion de eventos de transposicion asociados al gen glmS en
Sinorhizobium meliloti 8530

El punto de insercion de los mini-Tn7 para R. leguminosarum bv. viciae y P.
syringae pv. tomato DC3000 se encontraba mayoritariamente bajo el gen glmS. Con
respecto a R. etli CFN42, todas las inserciones analizadas se encontraban bajo el gimS1
y ninguna bajo glmS2.

Sin embargo, en S. meliloti 8530, que es una de las especies que presentd una
menor frecuencia de transposicion, todas las inserciones analizadas parecian haber
ocurrido en la region intergénica nodM-nolF. Estos resultados concordaban con estudios
previos, que indicaban la preferencia del transposén Tn7 por el sitio attTn/ localizado
en el plasmido simbiotico pSymA (Bolton et al., 1984). Los genes nodM y nolF forman
parte del operéon nodMnolFGnodN, localizado en el plasmido simbidtico pSymA e
implicado en la eficiencia de la nodulacion y en el rango de hospedador de S. meliloti
(Baev et al., 1991). nodM es un alelo de glmS que se encuentra en la mayoria de los
rizobios nodulantes de leguminosas y codifica para una proteina con secuencia y
funcion similar a GImS. La gran diferencia entre nodM y glmS estd en su perfil de
expresion. El gen nodM se expresa principalmente en presencia de flavonoides de la
planta, estrategia dirigida a garantizar la produccion de N-acetil-glucosamina necesaria
para la sintesis de factores de nodulacion (FN) durante las primeras etapas de la

simbiosis (Baev et al., 1992). En estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio, los
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transposantes de Sme con las inserciones bajo el gen nodM, presentaban una menor
eficiencia simbidtica en comparacion con la cepa silvestre (datos no mostrados). La
mera insercion del mini-Tn7 en esta regidon, por tanto, generaba una reduccion
significativa de la cinética de nodulacioén y del nimero de nédulos totales. Aunque la
integridad del gen nodM no se ve afectada, la insercion podria estar provocando
problemas de expresion de los genes que se encuentran aguas abajo (Bolton et al.,
1984).

Con el fin de evitar estos problemas de interferencia con la simbiosis, se realizo la
busqueda de inserciones localizadas bajo el gen glmS, mediante PCR en colonia con la
pareja de oligonucleotidos especifica para el gen nodM, pTn7L y Rm NodM. Esta
estrategia se utilizd solo para transposantes de mini-Tn7pleD*Km y mini-Tn7Km,
debido a la baja eficiencia de transposicion de las construcciones portadoras de
resistencia a Tc. La obtencion de una banda de 367 pb seria indicativa de la insercion
asociada a nodM, descartando todos estos transposantes. Con aquellos transposantes que
fueron negativos para dicha banda, se procedié con una segunda PCR con la pareja de
oligonucleodtidos especifica para el gen glmS, pTn7L y glmS rmR. Si la insercion
ocurria bajo gImS, se obtendria un amplicon de 476 pb. Para la obtencion de la cepa
Sme Tn7Km con la insercion bajo gImS fue necesario analizar 18 colonias, mientras que
para identificar una cepa Sme Tn7pleD*Km fue necesario el analisis de 72 colonias, lo
que daba una frecuencia de transposantes bajo glmS de 5.5% y 1.4%, respectivamente.
Ademas, el producto de 476 pb obtenido por amplificacion con los oligonucleétidos
pTn/L y glmS rmR fue secuenciado, lo cual corrobor6d que la insercion se encontraba

bajo el gen glmS.

1.2.5. Cuantificacion de los niveles intracelulares de c-di-GMP en los
transposantes mini-Tn7.

Para comprobar la funcionalidad de las inserciones mini-Tn7, se cuantificaron los
niveles intracelulares del segundo mensajero c-di-GMP. Debido al elevado coste de la
cuantificacion, se tomaron como cepas representativas los transposantes Km' de las
cuatro especies de estudio. Los valores obtenidos para los transposantes de PleD*
fueron comparados con los obtenidos en las cepas control sin PleD* (Tn7Km) y con los
de las cepas portadoras del plasmido pJBpleD*. Como se muestra en la figura 1.11, los

transposantes Tn/7pleD*Km mostraron un gran incremento de los niveles intracelulares
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de c-di-GMP en comparacion con las cepas control Tn7Km, siendo incluso mas
elevados que los niveles producidos por el plasmido pJBpleD* en Rle y Ret. El caso
mas significativo lo encontramos en Ret, donde el transposante Ret Tn7pleD*Km

mostro un incremento de los niveles de c-di-GMP de 230 veces en comparacion con la

cepa control Ret Tn7Km.
“51200- B Tn7Km
o 1000] Bl Tn7pleD*km
£ []pJBpleD*
[ 8001 N Tn7Tc
L2 600+ DTn?pleD*Tc
% 400 ﬂ
(G
= 200
LIS : : m 1,

Ret Rle Sme Pto

Figura 1.11. Cuantificacion de los niveles intracelulares de c-di-GMP. Cantidad de c-di-GMP en R.
etli CFN42 (Ret), R. leguminosarum bv. viciae UPM791 (Rle), S. meliloti 8530 (Sme) y P. syringae pv.
tomato DC3000 (Pto) portando pleD* en el cromosoma o en multicopia (pJBpleD*). Cada valor es la
media de 3 réplicas bioldgicas. Las barras representan el error tipico.

Sin embargo, se detectd un modesto incremento de s6lo 3 veces en los niveles de
c-di-GMP en la cepa Pto Tn7pleD*Km, que a su vez fueron 3 veces menores que los
niveles de la cepa portadora del gen pleD* en multicopia (Pto pJBpleD*). Para descartar
cualquier problema con el transposante kanamicina, decidimos medir los niveles
intracelulares de c-di-GMP de un transposante tetraciclina de esta cepa (Tn7pleD*Tc).
En este caso se midi6 un incremento de 2 veces en los niveles de c-di-GMP en
comparacion con la cepa Pto Tn7pleD*Km, con valores mas cercanos a los
determinados en Pto pJBpleD* (Fig. 1.11).

Para conocer porqué los distintos transposantes (Tn7pleD*Km y Tn7pleD*Tc) de
Pto presentaban estas importantes diferencias en los niveles de c-di-GMP, se determin6
la expresion del gen pleD* en ambos transposantes mediante RT-PCR. Los resultados
mostraron que el transposante Pto Tn7pleD*Km presentaba un expresion 3,7 veces
menor que la cepa Pto Tn7pleD*Tc, lo que sugeria que las diferencias en la cantidad de
c-di-GMP entre ambos transposantes eran debidas a una menor expresion del gen pleD*

en el transposante Km.
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1.2.6. Estabilidad de las construcciones mini-Tn7pleD* vs. pJBpleD* en
bacterias en vida libre

Existen numerosos trabajos en la literatura donde la eficacia y la estabilidad del
transposon Tn7 han sido ya probadas en diversas bacterias Gram-negativas (Crepin et
al., 2012; Choi et al., 2005; Ely, 1982; Kumar et al., 2010). No obstante era necesario
verificar la estabilidad de las construcciones mini-Tn7 en ausencia de presion selectiva
por antibidtico, por lo que se realiz6é un ensayo analogo al descrito anteriormente en el
apartado 1.1.4 (Tabla 1.2), donde todas las bacterias portadoras de los mini-Tn7, se

crecieron durante al menos 100 generaciones en ausencia de antibiotico.

Tabla 1.5. Estabilidad de las construcciones mini-Tn7

Cepas Estf’:lbili_dad
en vida libre®

Ret pJB3Tc19 8,6%
Ret pJBpleD* 0,6%
Ret Tn7Km 100%
Ret Tn7pleD*Km 100%
Ret Tn7Tc 100%
Ret Tn7pleD*Tc 100%
Rle pJB3Tcl19 73,5%
Rle pJBpleD* 67,1%
Rle Tn7Km 100%
RleTn7pleD*Km 100%
Rle Tn7Tc 100%
Rle Tn7pleD*Tc n.d

Sme pJB3Tcl19 2,8%
Sme pJBpleD* 3,1%
Sme Tn7Km 100%
Sme Tn7pleD*Km 100%
Sme Tn/Tc 100 %
Sme Tn7pleD*Tc 100 %
Pto pJB3Tc19 100%
Pto pJBpleD* 76,8%
Pto Tn7Km 100%
Pto Tn7pleD*Km 100%
Pto Tn7Tc 100%
Pto Tn7pleD*Tc 100%

®Las bacterias fueron crecidas durante al menos 100 generaciones en medio rico sin antibidticos. La
estabilidad fue medida como el porcentaje de UFC contabilizadas en medio selectivo respecto al total de
UFC en medio no selectivo; n.d, no determinado.
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En la Tabla 1.5, se recogen los datos de estabilidad de los distintos transposantes
y, @ modo comparativo, se han incluido igualmente los valores de estabilidad de sus
respectivas versiones en multicopia (pJBpleD* y pJB3Tc19) procedentes de la Tabla
1.2. Contrastando con la baja estabilidad mostrada por las versiones plasmidicas, todas
las construcciones mini-Tn7, tanto con pleD* como los controles sin pleD*, fueron
100% estables en todas las cepas. Estos datos claramente demuestran que las
construcciones mini-Tn7, debido a su gran estabilidad, especialmente en ausencia de
presion selectiva, son herramientas mas apropiadas que el vector pJBpleD* para

aumentar los niveles del segundo mensajero c-di-GMP.

1.2.7. Impacto de los altos niveles de c-di-GMP en vida libre.

Una vez comprobados los puntos de insercion de los vectores mini-Tn7 y la
funcionalidad del gen pleD* para incrementar los niveles intracelulares de c-di-GMP, se
procedié a la caracterizacion fenotipica de los transposantes y su comparacion con las

cepas portadoras de los vectores pJBpleD*.

1.2.7.1. Motilidad bacteriana

Para comprobar si los transposantes PleD* presentaban niveles reducidos de
motilidad similares a las cepas que expresaban pleD* en multicopia, realizamos ensayos
de motilidad tipo swimming y tipo swarming. En el caso de los rizobios, se ensayaron
los transposantes Km' como cepas representativas, mientras que en el caso de Pto se
ensayaron los transposantes Tc" por presentar mayor contenido de c-di-GMP.

Como se aprecia en la Figura 1.12, el incremento artificial de los niveles de c-di-
GMP provocd una inhibicion casi total de la motilidad tipo swimming (A) y la motilidad
en superficie (B), tanto cuando pleD* se encontraba en monocopia (Tn7pleD*Km/Tc)
como en multicopia (pJBpleD*), en las cuatro especies estudiadas.

En el caso de Pto, a pesar de que los niveles de c-di-GMP eran menos elevados en
los transposantes que en la derivada portadora del plasmido pJBpleD*, se observo una
reduccion similar de la motilidad, tanto swimming como swarming. Esto sugeria que los
niveles intracelulares de los transposantes, aun siendo mas bajos, eran suficientes para

provocar dicha reduccion.
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En el caso de Sme, debido a la gran produccion de exopolisacaridos secretados
por la cepa empleada en condiciones nativas, no se pudieron realizar ensayos de

motilidad en superficie.

A

Tn7Km/Tc Tn 7pleD*Km/Tc pJBpleD*

Figura 1.12. Impacto de las inserciones Tn7pleD* vs. pJBpleD* sobre la motilidad bacteriana. A).
Motilidad tipo swimming de transposantes mini-Tn7 y de las cepas portando el plasmido pJBpleD*. El
halo de motilidad se midi6 tras 3 dias de incubacion a 28°C para los rizobios y 24 horas para
Pseudomonas en placas de medio Bromfield semisdlido (0.3% agar). B) Motilidad en superficie o tipo
swarming sobre placas de medio minimo (0.6% agar) crecidas durante 3 dias a 28°C para los rizobios y
24 horas para Pseudomonas. Rhizobium etli CFN42 (Ret), R. leguminosarum bv. viciae UPM791 (Rle),
Sinorhizobium meliloti 8530 (Sme) y Pseudomonas siringae pv. tomato DC3000 (Pto).

1.2.7.2. Produccion de exopolisacaridos

Para comprobar si los transposantes mini-Tn7pleD* de las 4 especies bacterianas
mostraban una produccion aumentada de EPSs, todos los transposantes mini-Tn7 con y
sin pleD* y las cepas portadoras de los plasmidos pJBpleD* y pJB3Tc19, fueron
crecidas sobre medio solido adicionado de CR o CF. En las tres especies de rizobios, las
colonias de los transposantes mini-Tn7pleD*, tanto Tc" como Km', presentaron el
mismo comportamiento que las cepas con pleD* en multicopia: color rojo intenso y
aspecto rugoso en medio CR (Fig. 1.13 A), y color azul brillante bajo luz ultravioleta en

medio con CF (Fig. 1.13 A).
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En el caso de los transposantes de Pto, solo la cepa Pto Tn7pleD*Tc mostrd un
comportamiento similar a la cepa con el plasmido pJBpleD*, tanto sobre CR como
sobre CF. El transposante Pto Tn7pleD*Km mostré6 un color rojo ligeramente mas
intenso que la cepa control Pto Tn7Km sobre CR, mientras que no presentd ningin
aumento visualmente apreciable de fluorescencia bajo luz ultravioleta en medio con CF
(Fig. 1.13 A). Estos datos concordaban con los niveles intracelulares de c-di-GMP y de
expresion del gen pleD* en los transposantes de Pto, descritos anteriormente.

También se cuantifico la produccion de EPSs por los transposantes, mediante la
medicidn de la fluorescencia de los cultivos en medio minimo liquido suplementado con
CF. Como se muestra en la figura 1.13B, la expresion de pleD*, tanto en monocopia
como en multicopia, provocod un aumento significativo de la fluorescencia debida a la
produccion de exopolisacaridos, siendo la fluorescencia de los transposantes similar o
incluso mayor que las cepas portadoras del vector pJBpleD*. De nuevo, la cepa Pto
Tn7pleD*Km fue la que mostré un menor aumento de fluorescencia con respecto a la
cepa control Pto Tn7Km. Es importante resaltar, sin embargo, que este discreto pero
significativo aumento indica claramente que la cuantificacion de exopolisacaridos
mediante la medicion de la fluorescencia en medio liquido, es mas sensible y precisa
que la simple observacion visual del crecimiento de las respectivas cepas en medio

solido suplementado con los tintes especificos.
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Figura 1.13. Efecto de las inserciones Tn7pleD* en la produccion de exopolisacaridos. A)
Crecimiento en masa sobre medio sélido suplementado con rojo Congo (CR, 125 pg/ml) y calcofltor
(CF, 200 pg/ml) de las distintas cepas sobreexpresando pleD*, en monocopia y multicopia
(Tn7pleD*Km/Tc y pJBpleD* respectivamente) y las cepas control sin pleD* (Tn7Km/Tc y pJB3Tc19
respectivamente). Las fotografias fueron tomadas después de 72 horas de incubacion a 28°C para los
rizobios y 20°C para Pto. Para el medio con CF, las fotografias se tomaron bajo luz ultravioleta. B)
Cuantificacion de la fluorescencia producida por cultivos bacterianos en medio minimo liquido, durante
48h a 28°C para los rizobios y 24h a 20°C para Pto. Las barras representan el error estandar de tres
replicas biologicas. Ret, Rhizobium etli CFN42; Rle, R. leguminosarum bv. viciae UPM791; Sme,
Shinorhizobium meliloti 8530; Pto, Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000.

1.2.7.3. Formacion de biopeliculas
Como ya se ha mencionado anteriormente, en el caso de Sme y Pto fue imposible

cuantificar la formacion de biopeliculas con CV, ya que estas especies formaron
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peliculas superficiales y débilmente unidas a las paredes de los pocillos de microplacas,
por lo que durante el protocolo de tincion con CV las biopeliculas colapsaban y eran
parcialmente eliminadas, dando lugar a medidas erroneas (Pérez-Mendoza et al., 2014).
La capacidad de formacion de biopeliculas de los transposantes kanamicina de Ret
y Rle fue comparada con la de la cepa portadora de pleD* en multicopia (pJBpleD¥) y
la cepa control Tn7Km. La formacion de biopeliculas fue cuantificada después de 72
horas de crecimiento en medio minimo, en agitacion, en placas multipocillo de
poliestireno (para mas informacion ver el apartado 1.8 de la seccion Materiales y
Me¢étodos). En ambas especies, los transposantes expresando pleD* desde el cromosoma
fueron capaces de formar una biopelicula similar o superior a la de las cepas expresando
pleD* en multicopia (Fig. 1.14), revelando de nuevo la idoneidad de las construcciones

mini-Tn7 para la elevacion de los niveles intracelulares de c-di-GMP en estas bacterias.

B pJBpleD*
g 16- [ Tn7pleD*Km
2 14 0 Tn7Km
10
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Figura 1.14. Efecto de las inserciones Tn7pleD* vs. pJBpleD* en la formacion de biopeliculas en
Rhizobium etli CFN42 (Ret) y R. leguminosarum bv. viciae UPM791 (Rle). Formacion de biopeliculas
por las bacterias con pleD* integrado en el cromosoma (Tn7pleD*Km), en trans (pJBpleD*) o sin pleD*
(cepa control Tn7Km). Las biopeliculas formadas tras 72 horas de cultivo en MM en agitacion a 28°C, en
placas multipocillo, fueron determinadas tras tincion con cristal violeta (CV). Las barras representan la
media de 8 pocillos + error estandar de al menos 3 experimentos independientes.

1.2.8. Estabilidad de las construcciones mini-Tn7pleD* in planta

Para determinar la estabilidad de las inserciones cromosomicas mini-Tn7pleD* in
planta, se inocularon plantas de judia, veza y alfalfa con sus respectivos rizobios
portando las inserciones Tn7pleD*Km y Tn7Km. En cada caso se tomaron 50 nddulos,
se machacaron individualmente y el contenido se extendi6 en placas de medio rico con
y sin antibiotico, para determinar el porcentaje de permanencia de los mini-Tn7 tras la

interaccion simbidtica. En la Tabla 1.6 se han incluido, a modo comparativo, los
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resultados de las versiones multicopia (pJBpleD* y pJB3Tc19; tabla 1.3) de las distintas
cepas.

La escasa o nula estabilidad del vector pJBpleD* tras la interaccion simbidtica,
especialmente en Sme y Ret, con un 22% y un 0% respectivamente, contrastd con la
elevada estabilidad mostrada por las inserciones mini-Tn7, ya que se pudieron recuperar
bacterias Km' de la inmensa mayoria (90-100 %) de los nodulos analizados. Los
transposantes Tn7pleD*Km de Sme y Ret mostraron una estabilidad ligeramente menor
in planta (90%) que en vida libre (100%), lo que de nuevo sugeria que durante la
interaccion simbidtica, y particularmente en nddulos, existe algun tipo de presion
selectiva negativa contra bacterias con altos niveles de diguanilato ciclico.

En las tres especies de rizobios ensayadas, las construcciones mini-Tn7pleD*
fueron herramientas mas adecuadas que el plasmido pJBpleD* para elevar los niveles
intracelulares de c-di-GMP. Su alta estabilidad en ausencia de antibidtico convierte a
estos mini-Tn7pleD* en potentes herramientas para la realizacion de estudios in planta

u otro tipo de ambientes, donde el uso de antibidticos esta limitado.

Tabla 1.6. Estabilidad de las construcciones in planta

Estabilidad en

Cepas simbiosis *
Ret Tn/Km 100%
Ret Tn7pleD*Km 90%
Ret pJB3Tc19 98%
Ret pJBpleD* 0%
Rle Tn7Km 100%
RleTn7pleD*Km 100%
Rle pJB3Tc19 86%
Rle pJBpleD* 70%
Sme Tn7Km 100%
Sme Tn7pleD*Km 91%
Sme pJB3Tc19 51%
Sme pJBpleD* 22%

#Porcentaje de nddulos que contienen bacterias con resistencia al antibidtico de seleccion.
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1.2.9. Impacto de las construcciones mini-Tn7pleD* vs. pJBpleD* en la
interaccion rizobio-leguminosa.

Para determinar la eficiencia simbiotica de los transposantes mini-Tn7pleD*, se
inocularon plantas hospedadoras con los transposantes Tn7pleD*Km y Tn7Km de las
tres especies de rizobios. Se analizé la capacidad de adhesion de las distintas cepas a las
raices de sus plantas hospedadoras y se evaludé el desempeio simbidtico tras la
determinacion de pardmetros como el nimero y masa de los nodulos y el peso y
contenido en nitrogeno de la parte aérea de las plantas. Los resultados se compararon
con los obtenidos con las cepas portadoras de los plasmidos pJBpleD* y pJB3Tc19
(Tabla 1.1).

1.2.9.1. Adhesion a raices

Se realizaron ensayos de adhesion competitiva con los transposantes
Tn7pleD*Km y Tn7Km de las tres especies de rizobios. Mezclas (1:1) de las bacterias
se pusieron en contacto con raices de plantulas de judia, veza o alfalfa para Ret, Rle y
Sme, respectivamente. Tras 4 horas de contacto, se cuantificaron los transposantes
Tn7pleD*Km y Tn7Km adheridos a la raiz. Como se puede observar en la Tabla 1.7,
en las tres especies se observd un significativo incremento de células con altos niveles
de diguanilato adheridas a raices respecto a las bacterias con niveles fisioldgicos de c-
di-GMP (Tn7Km). Este efecto sobre la adhesion a raices vegetales fue similar al

mostrado por el plasmido pJBpleD*.

1.2.9.2. Eficiencia simbiotica

Para evaluar el comportamiento simbiotico de los transposantes mini-Tn7 en las
tres especies de estudio, se realizaron ensayos de nodulacion con sus respectivas plantas
hospedadoras. Como cepas representativas, se emplearon los transposantes Km', con y
sin PleD*.

En la tabla 1.7, se muestran los datos obtenidos para los pardmetros determinados
tras la interaccion simbiotica. Ademas, para facilitar la comparacion de los mismos, se
muestran los resultados obtenidos por las plantas inoculadas con los vectores pJB3Tc19

y pJBpleD*.
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Tabla 1.7. Comportamiento simbiotico de distintas variantes de rizobios con altos niveles de c-di-GMP.

Planta Rizobio Adhesion® N° de nédulos” Peso/nédulo® Peso Seco dparte Co-nte,nldo Ej'e
aerea nltrogeno
Tfﬁ(m 0,02+ 0,01%'" 310+20" 3,62+0,19' 1,08 0,08 4134737
Phaseolus Tn7pi%*Km 2,19+0.37%'" 188 + 13" 5,50 + 0,421 0,73 + 0,08'" 19,50 = 3,201
lgerts pJBIée"lEcw 0,04:+0,01%" 301197 3334024 0,95 + 0,04" 35,353,221
pJBﬁD* 6,55+ 0.73%' 203 + 12" 4,30+ 042" 0,66 = 0,06 19,64 + 3,29"
T f;le(m 12,31 +2,26%! 274+ 18 112+0,16 0,40 = 0,09 9,52+3,10
a7 II:Il)e*Km 23,63 £2,90% 308 +21 0,63+ 0,08 0,32 + 0,07 543+1,75
Vicia sativa pRle
pIB3TC19 8,34+ 1,19%" 238 £33 0,73 £ 0,06 0,41 = 0,09 9.93 +2.24
Ts;nlfm 0,35+ 0,03 %' 73+3 1,78 +0,10'" 0,52 + 0,03 22,72 + 1,67
Tn7 SI?S*Km 4,12+0,67 %' 85+ 10 1,38+0,10'" 0,52+ 0,05 22,10+ 3,13
Medicago sativa %me
pIB3Tcl19 0,19+0,08 %' 80+2 1,36+ 0,12 0,44 + 0,07 18,74 + 3,89
pJ]_E,EiZD* 6,30+ 1,64 %' 72£6 1,80+ 0,19 0,43 + 0,05 20,09 + 3,00

* Porcentaje de bacterias adheridas por gramo de raiz
® Media del namero de nodulos por planta

“ Media del peso de cada nodulo por planta (mg)

¢ Media del peso seco por planta (g)

¢ Contenido de nitrégeno por planta (mg)

"Diferencias significativas segiin un test ANOVA (P<0.05) entre las plantas inoculadas con las cepas que portan los plasmidos pJBpleD* y pJB3Tc19.
! Diferencias significativas segiin un test ANOVA (P<0.05) entre las plantas inoculadas con las cepas Tn7pleD*Km y Tn7Km
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e Interaccién Sinorhizobium meliloti 8530 - Medicago sativa cv. Aragon

En este estudio, todas las plantas de alfalfa inoculadas con los transposantes
mostraron noédulos de color rosaceo, indicativo de su efectividad fijadora. El nimero de
nddulos formados fue similar en todas las plantas inoculadas, no afectandose por la
insercion del mini-Tn7 per se ni por la presencia de la DGC PleD* (Tabla 1.7).
Tampoco se observaron diferencias significativas en el peso seco de la parte aérea ni en
el contenido de nitrogeno. Sin embargo, si se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el peso de los nodulos. Los nddulos de las plantas inoculadas con la
cepa Sme Tn7pleD*Km eran mas pequenos que los formados por la cepa control Sme
Tn7Km, segiin un test de ANOVA de un factor (P < 0,05) (Tabla 1.7). Este hecho no se
puso de manifiesto con bacterias con altos niveles de ¢-di-GMP portadoras del plasmido
pJBpleD*, mostrando de nuevo la mayor utilidad de los vectores mini-Tn7pleD* para el

estudio de altos niveles de c-di-GMP in planta.

e Interaccién Rhizobium leguminosarum bv. viciae UPM791-Vicia sativa

Todos los nddulos de veza formados por los transposantes mini-Tn7 con y sin
PleD*, presentaban un color rosaceo indicativo de su actividad fijadora de nitrogeno. Al
igual que en la interaccion Sme-alfalfa, solo se observaron diferencias en el tamafio de
los noédulos desarrollados por plantas inoculadas con los transposantes Rle
Tn7pleD*Km y Rle Tn7Km, siendo mas grandes estos ultimos (tabla 1.7). Estas
diferencias, no fueron significativas con las construcciones multicopia (pJB3pleD* vs.
pJB3Tc19), lo que redunda en la mayor estabilidad de las construcciones mini-Tn7 in

planta en Rle (tabla 1.7).

e Interaccién Rhizobium etli CFN42-Phaseolus vulgaris

Esta relacion simbiotica fue de nuevo la mas afectada por la expresion de la DGC
PleD*. Todos los parametros simbioticos determinados se encontraban afectados por los
altos niveles de c-di-GMP provocados por la expresion de pleD* desde el cromosoma.
En todos los casos los nodulos formados tenian una forma (esféricos) y aspecto
(rosaceos) que indicaba su funcionamiento normal. No obstante, la cepa Tn7pleD*Km
form6 un menor nimero de ndédulos y de un tamafio mayor que la cepa control Tn7Km.

Ambos parametros seguian la tendencia de lo observado para la cepa con pleD* en
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multicopia (Tabla 1.7), si bien las diferencias fueron estadisticamente mas robustas
cuando se usaron los transposantes mini-Tn7. Las plantas inoculadas con el
transposante Ret Tn7pleD*Km tenian un porte aéreo y un contenido en nitrégeno
significativamente menores, en comparacion con el obtenido por las plantas inoculadas
con la cepa control Ret Tn7Km. (Fig. 1.15 y Tabla 1.7), siguiendo la misma tendencia
que lo observado con la cepa Ret pJBpleD*.

N.I. pJBpleD* pJB3Tcl9 Tn7pleD*Km Tn7Km

.

Figura. 1.15. Efecto de los altos niveles de c-di-GMP en la interaccion Rhizobium etli CFN42 con
Phaseolus vulgaris. Aspecto fisico de plantas representativas de judia tras 29 dias de su inoculacion con
las cepas de Ret indicadas, N.I., no inoculadas.

1.2.10. Efecto de altos niveles de c-di-GMP en la produccion de factores de Nod
de Rhizobium etli CFN42 (Ret)

Los factores de nodulacion (Nod) de Ret han sido identificados y purificados
previamente (Cardenas et al., 1995). Son lipo-quito-oligosacaridos, compuestos por 5
residuos de N-acetil-glucosamina, en cuyo extremo no reductor podemos encontrar
grupos metilo, acilo y un acido graso de 18 carbonos (C18), mientras que en el extremo
reductor encontramos un residuo de O-acetil-fucosa (Cardenas et al., 1995).

Para comprobar si elevados niveles de c-di-GMP estaban provocando alteraciones
tanto en la cantidad como en la composicion de los factores Nod, decidimos analizar la
produccion de factores Nod de Ret mediante cromatografia en capa fina, ya que fue la
interaccion simbidtica mas afectada. Con el fin de evitar la formacion de floculos y
facilitar el seguimiento del crecimiento, se emplearon las cepas de Ret mini-Tn7 con y

sin pleD* delecionadas en el operdon de la celulosa (AcelAB, ver capitulo 2). Como
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control, también se analiz6 la produccién de factores Nods de la cepa silvestre, Ret
CFN42.

Las cepas fueron crecidas en MMY con los compuestos radiactivos D-[1-'*C]-
glucosamina o L-[metil- '*C]-metionina y en presencia y ausencia del flavonoide
naringenina. Por problemas de disponibilidad de glucosamina marcada, en este caso las
cepas solo se crecieron en presencia del inductor naringenina, sin embargo, con
metionina marcada, se analizé la produccion de factores Nod en presencia y ausencia
del inductor naringenina. Tras un crecimiento de 30 horas, se procedid a la extraccion
de los compuestos marcados radiactivamente con n-butanol.

En la figura 1.16 se observan los compuestos que han incorporado la marca
radiactiva. Los factores Nod se corresponden con la banda sefialada por la flecha.
Debido a que el esqueleto carbonado de los factores Nod de Ret estdn compuestos por 5
residuos de N-acetil-glucosamina, se observa una sefial mas intensa con este compuesto
que con la metionina. Sin embargo, con ambas marcas radiactivas, no se detectaron
diferencias significativas en la produccion de factores Nod en presencia de altos niveles
de c-di-GMP en comparacion con la cepa control sin pleD* y con la cepa silvestre.
Estos resultados indican que, la menor eficiencia simbidtica observada en las plantas de
judia inoculadas por cepas que portan la DGC PleD*, no se debe a diferencias en la

produccion de factores Nod.

Glucosamina Metionina
+ + + = + - + = 3
1 2 3 4 5 6 7 8 9

A

‘ - -

Figura 1.16. Cromatografia en capa fina (TLC) de factores de nodulacion (Nod) de Rhizobium etli
CFN42 (Ret) en presencia y ausencia de pleD*. Las cepas fueron crecidas con N-acetil-glucosamina
(izquierda) y metil-metionina (derecha) marcadas radiactivamente con '*C en presencia (+) y ausencia (-)
de naringenina. Carriles 1, 4 y 5: Ret CFN42; carriles 2, 6 y 7: Ret AcelAB Tn7Km,; carriles 3, 8, 9: Ret
AcelAB Tn7pleD*Km.
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1.3. Construccion de un sistema modulador de la expresion de pleD* en las

cepas mini-Tn7

Como se ha descrito anteriormente y han observado también otros autores, la
elevacion artificial de los niveles intracelulares de c-di-GMP tiene un gran impacto en
las bacterias, provocando en muchas ocasiones la expresion de rasgos o caracteristicas
exacerbados (Edmunds et al., 2013; Huangyutitham et al., 2013; Pérez-Mendoza et al.,
2014; Yan & Chen, 2010). Una consecuencia de esta exacerbacion fenotipica son los
inconvenientes para la adecuada manipulacion de las bacterias, por ejemplo, la
formacion de floculos debida a la sobreproduccion de EPSs. En este sentido, el control
de la expresion de pleD* en los transposantes mini-Tn7pleD* podria resultar muy util
para elevar los niveles de c-di-GMP de forma mads controlada, en el momento adecuado
y solo cuando las condiciones experimentales lo requieran.

En todas las construcciones descritas en esta tesis, el gen pleD* se encuentra bajo
el control del promotor lac, por lo que seria posible controlar su expresion mediante el
uso de la proteina represora Lacl y un sistema modulador que incluya algin compuesto
inhibidor de Lacl, como el IPTG (Fig. 1.17). En nuestro caso, empleamos el gen lacl
por contener una mutacién en su promotor que provoca una mayor expresion y
producciéon de proteina represora Lacl (Calos, 1978). El gen lacl® fue clonado en el
vector de amplio rango de hospedador pPBBRIMCSS5, dando lugar al pBBRlacl®. De
entre las distintas cepas de rizobios se escogid la cepa Sme para realizar la validacion
del sistema de regulacion propuesto. El plasmido pBBRlacl? se introdujo por
conjugacion en la cepa Sme Tn7/pleD*Km, en la cual se evalud: 1) la expresion relativa
de pleD*, ii) los niveles intracelulares de c-di-GMP y iii) la produccion de
exopolisacaridos, todo ello en ausencia o presencia de ImM del inductor IPTG (Tabla
1.8). La presencia de proteina Lacl provoca la inhibicién de la actividad de Plac,
reprimiendo la expresion de los genes situados aguas debajo de este promotor, en
nuestro caso pleD*. La presencia de IPTG en el medio de cultivo conlleva su union a la
proteina Lacl y bloqueando su unién al promotor lac, permitiendo la transcripcion de
pleD* (Fig. 1.17). La cantidad de IPTG en el medio determina por tanto los niveles de

expresion desde Plac.
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Figura 1.17. Modelo esquematico de la regulacién de la expresion del gen pleD* a través de un
sistema basado en el represor Lacl®y el inductor IPTG. La presencia de la proteina represora Lacl
(rombo azul) bloquea la expresion de pleD* por la union de ésta al promotor lac. El inductor IPTG
(circulo rojo) se une a la proteina represora, reduciendo su afinidad de unién al promotor lac, permitiendo
por tanto la expresion de pleD*.

1.3.1. Expresion relativa de pleD* bajo el control del sistema Lacl?-IPTG

La expresion relativa del gen pleD* se midi6 en la cepa Sme Tn7pleD¥*Km
pBBRlacl? en ausencia y en presencia del inductor IPTG y en la cepa control Sme
Tn7pleD¥Km pBBRIMCSS. Los datos indicaban una fuerte represion de pleD* en
presencia del represor Lacl? y ausencia del inductor IPTG (Tabla 1.8). Esta represion
por Lacl fue aliviada, aunque solo parcialmente, por la adicion de ImM de IPTG al
medio de cultivo. Estos resultados mostraban la utilidad del sistema Lacl®-IPTG para

modular la expresion de pleD*.

1.3.2. Niveles de c-di-GMP bajo el control del sistema Lacl*IPTG

Una vez confirmado que la expresion de pleD* se podia controlar mediante el
sistema Lacl®-IPTG, procedimos a cuantificar los niveles intracelulares de c-di-GMP
para determinar si los niveles del dinucledtido se correlacionaban con los niveles de
transcripcion de pleD*. Como se puede observar en la Tabla 1.8, en presencia de Lacl y
ausencia de IPTG, los niveles de c-di-GMP fueron significativamente superiores a los
de las cepas control (sin PleD*), lo que indica que incluso en condiciones no inductoras
existe un cierto nivel de expresion de pleD*. La adicion al medio de 1mM de IPTG
provocd un aumento de 3 veces en la cantidad de c-di-GMP en la cepa Sme
Tn7pleD*Km pBBRIacI®. En consonancia con la expresion de pleD*, la presencia de 1
mM de IPTG no fue suficiente para que se alcanzaran los niveles de c-di-GMP de la

cepa sin Lacl, Sme Tn/pleD*Km pBBR1MCSS.
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Tabla 1.8. Eficacia del sistema Lacl®-IPTG en la modulacion de pleD*

Expresion Niveles intracelulares Formacion de
relativa de pleD* * de c-di-GMP 2 exopolisacaridos *
Cepa
IPTG - IPTG + IPTG - IPTG + IPTG - IPTG +
Sme
Tn7pleD*Km 15,1+ 1,9 n.d. 317,2+ 13,3 n.d. 2,7x10° + 6,9x10* 2,6x10° + 7,3x10*
pBBR1MCS5
Sme
Tn7pleD*Km 1,0£0,26 | 6,08+1,06 | 551+163 | 152,05+8,5 | 3,5x10°+1,1x10* | 2.2x10° +6,4x10*
pBBRlacl®
Sme
- - - n.d. 6,2x10* + 5,5x10° | 7,4x10* + 3,4x10°
Tn7Km

! Expresion relativa del gen pleD* con respecto a la cepa Sme Tn7pleD*Km pBBRlach mediante qRT-PCR. Los datos de expresion estan normalizados con
los del ARNr 168S. n.d., no determinado

? Cantidad de c-di-GMP de las cepas indicadas. Valores expresados en pmol/mg proteina. Los niveles de la cepa Sme Tn7Km se encontraban bajo el limite
de deteccion de la técnica.

3 Cuantificacion de EPSs por medida de la fluorescencia en medio con calcoflior (unidades arbitrarias)
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1.3.3. Produccidn de exopolisacéridos bajo el control del sistema Lacl®-IPTG

A continuacion se evalu6 si la modulacion de los niveles de c-di-GMP permitia
una modulacién de los fenotipos dependientes de este segundo mensajero. De entre
ellos, se decidio estudiar la produccion de EPS por ser, tal y como se ha expuesto
anteriormente, uno de los fenotipos exacerbados que mas inconvenientes generan.

En la Tabla 1.8 se recoge la fluorescencia medida en cultivos de 48 h en MM
liquido con CF. Al igual que sucedia con la expresion de pleD* y los niveles de c-di-
GMP, en ausencia del inductor la cepa Sme Tn7pleD*Km pBBRlacl® presentd una
menor fluorescencia, y por tanto menor produccion de EPSs, que la cepa carente de
represor (Sme Tn7pleD*Km pBBRMCSS). La adicion de ImM de IPTG provocod un
significativo aumento de la produccion de EPS, que fue ademads, similar a la cepa
portadora del vector vacio (Sme Tn7pleD*Km pBBRIMCSS). De igual forma, esta
cantidad de IPTG fue suficiente para que las colonias mostrasen aspecto rugoso y color
rojo sobre medio sélido adicionado de CR (Fig. 1.18).

Tomando todos estos datos de transcripcion de pleD*, contenido intracelular de c-
di-GMP y produccion de EPSs, podemos afirmar que el sistema LacI®-IPTG podria
resultar util para modular los niveles de c-di-GMP en ciertas condiciones. En ausencia
del inductor se inhibe fuertemente la expresion de pleD*, aunque no se consigue una
represion completa por Lacl; tampoco se observo la desrepresion completa por la
adicion de 1 mM de IPTG. Sin embargo, ambas situaciones demuestran que es posible
obtener niveles de c-di-GMP intermedios y suficientes para desencadenar los fenotipos

esperados.

-IPTG

+IPTG

1 2
@o
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Figura 1.18. Regulacién en la produccion de exopolisacaridos mediante el sistema inductor pleD*
Lacl®-IPTG. Morfologia de las colonias de Sme Tn7pleD*Km pBBRIMCSS5 (1), Sme Tn7pleD*Km
pBBRlacl? (2), y Sme Tn7Km (3), tras 48 horas de incubacion en medio minimo con CR (125 pg/ml), en
ausencia y presencia de IPTG 1 mM.
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DISCUSION CAPITULO |

El c-di-GMP ha emergido en los ultimos afios como un segundo mensajero clave

en la transicion entre los estilos de vida mévil y sedentario de las bacterias (Romling et
al., 2013). Las bacterias que interaccionan con plantas, y en especial las bacterias
conocidas como rizobios, sufren un espectacular cambio en su modo de vida al entrar en
contacto con el hospedador. Estas bacterias deben de pasar de vivir de forma saproéfita y
libre en la rizosfera, a un modo de vida en el interior de células vegetales como
bacteroides fijadores de N, (Gage, 2004).

Estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio, han puesto de manifiesto que los
genomas de bacterias que interaccionan con plantas codifican para un gran numero de
proteinas que metabolizan el c-di-GMP (DGC y PDE), llegando a presentar en algunas
especies mas de 40 de estas proteinas (Prada-Ramirez, 2014). El elevado numero de
DGC y PDE, junto con las numerosas funciones bacterianas controladas por este
segundo mensajero, como motilidad, produccion de EPS o formacion de biopeliculas,
sugieren que el c-di-GMP puede jugar un papel destacable en la transicién hacia un
estilo de vida en intimo contacto con la planta hospedadora.

Sin embargo, la existencia de numerosas DGC y PDE en los genomas de estas
bacterias, dificulta un abordaje genético clasico. Por ello, en esta tesis se ha seguido una
estrategia alternativa, consistente en el incremento generalizado de los niveles
intracelulares de c-di-GMP, mediante la sobreexpresion de la DGC heterologa PleD*
desde el plasmido pJBpleD* y el estudio de su impacto sobre el comportamiento de
diferentes bacterias, tanto simbidticas como patogenas de plantas. Como representantes
de bacterias simbidticas elegimos las cepas modelo S. meliloti 8530, R. leguminosarum
bv. viciae UPM791 y R. etli CFN42, mientras que como representante de bacteria que
establece una relacion patogénica con plantas, se ha utilizado P. syringae pv. tomato
DC3000.

En las cuatro bacterias de estudio, la sobreexpresion de PleD* incrementd de
forma sustancial los niveles intracelulares de c¢-di-GMP, produciendo fenotipos
analogos a los observados en otras bacterias tras sobreexpresar una DGC: disminucion
de la motilidad, incremento de la produccion de EPS, cambios en la morfologia de las
colonias, incrementos de la floculacién y de la formacion de biopeliculas (Barnhart et

al., 2013; Pérez-Mendoza et al., 2011b; Simm et al., 2004; Tagliabue et al., 2010):
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Las cuatro especies bacterianas analizadas mostraron una reducciéon de la
motilidad tipo swimming, asi como de la motilidad en superficie o tipo swarming,
ambas dependientes de flagelos. En otras bacterias, el c-di-GMP inhibe la motilidad
bacteriana a nivel transcripcional a través de su union con reguladores transcripcionales
de los genes flagelares (Baraquet & Harwood, 2013; Pesavento et al., 2008); sin
embargo, el mayor efecto inhibitorio del c-di-GMP tiene lugar a nivel posttraducional,
como se ha demostrado en enterobacterias, a través de YcgR, (Boehm et al., 2010; Paul
et al., 2010; Ryjenkov et al., 2006). Recientemente, en Sme 2011 se ha descrito la
proteina McrA, con una funcién equivalente a YcgR (Schéper et al., 2016). Esta
proteina se encuentra muy conservada en los rizobios, lo que sugiere que en este grupo
bacteriano existe un mecanismo de regulacion de la motilidad similar al descrito en
enterobacterias.

En cuanto a la produccion de EPS, todas las especies analizadas mostraron un
fenotipo CR" y CF" al sobreexpresar la DGC PleD*. Sin embargo, aqui encontramos
diferencias en cuanto a la naturaleza de los EPS producidos. Ret, Rle y Pto, poseen un
operdn para la biosintesis de la celulosa, uno de los EPS en los que se ha demostrado
que el c-di-GMP ejerce un papel regulador, tanto a nivel transcripcional como
postrancripcional en diferentes bacterias (Fang et al., 2014; Garcia et al., 2004;
Romling, 2002). Sme no posee un operéon para la sintesis de celulosa, aunque en
respuesta a altos niveles de c-di-GMP es capaz de producir un EPS lineal conocido
como glucano de enlaces mixtos (MLG), formado por unidades de glucosa unidas por
enlaces B (1-4) y B (1-3) alternantes, (Pérez-Mendoza et al., 2015). En estas
condiciones, el MLG es el responsable de los fenotipos sobre CR” y CF" de Sme, ya que
mutantes en los genes bgsBA, responsables de la produccion de este EPS, presentan un
comportamiento similar a la cepa con niveles fisiologicos de c-di-GMP (Pérez-Mendoza
et al., 2015). En el fitopatogeno Pto, la celulosa es la principal responsable de los
fenotipos CR" y CF", puesto que mutantes en los genes wss, encargados de la biosintesis
de celulosa en esta bacteria, muestran fenotipos CR™ y CF’, aun cuando los niveles de c-
di-GMP sean elevados (Pérez-Mendoza et al., 2014). Una situacion mas compleja la
encontramos en los rizobios Ret y Rle portadores de los genes de biosintesis para ambos
EPS y donde al menos en el caso de Ret, tanto celulosa como MLG contribuyen a los

fenotipos CR™ y CF" al sobreexpresar la DGC PleD* (ver capitulo 2). Precisamente Rle

141



Discusion capitulo I

y Ret forman biopeliculas densas y compactas sobre superficies abiodticas al
sobreexpresar pleD*, mientras que Sme y Pto forman una biopelicula en la interfase
aire-liquido, indicando una fuerte adhesion célula-célula pero una adhesion débil a la
superficie abiotica sobre la que crecen las bacterias.

En la interaccion rizobio-leguminosa, el incremento artificial de los niveles de c-
di-GMP, provoca efectos diferentes dependiendo del sistema y de la etapa simbidtica en
cuestion. Asi por ejemplo, la expresion de pleD* en Ret, Rle y Sme incrementa
significativamente la adhesion de estas bacterias a las raices de judia, veza y alfalfa
respectivamente, probablemente como resultado de la produccion incrementada de EPS.
La mayor adhesion a raices por sobreproduccion de diferentes EPS ha sido previamente
demostrada en numerosas bacterias (Matthysse et al., 2005; Pérez-Mendoza et al., 2015;
Smit et al., 1992). Sin embargo, son muchos los EPS y otros biopolimeros que estan
regulados por este segundo mensajero (Pérez-Mendoza & Sanjuén, 2016), por lo que no
podemos descartar la accion de otras macromoléculas producidas por los rizobios y que
también estén influyendo en etapas iniciales de adhesion, como el glucomanano o las
proteinas Rap (Ausmees et al., 2001a; Mongiardini et al., 2008; Williams et al., 2008).

Ademas, nuestros resultados revelaron importantes efectos del diguanilato ciclico
en etapas posteriores de la interaccion simbidtica. Elevados niveles de c-di-GMP
reducen de forma significativa la eficiencia simbidtica, sobre todo en el sistema Ret-
judia. En este caso, el porte aéreo, el nimero de nddulos y el contenido en nitrogeno se
encontraban reducidos en aquellas plantas inoculadas con la cepa Ret pJBpleD*. Los
sistemas simbioticos Rle-veza y Sme-alfalfa no se encontraron gravemente afectados
por elevados niveles de c-di-GMP en los parametros determinados, sugiriendo que este
segundo mensajero podria ejercer diferentes efectos dependiendo del tipo de simbiosis,
con formacion de nodulos determinados (Ret-judia) o indeterminados (Rle-veza y Sme-
alfalfa). Sin embargo, los nodulos de las tres interacciones analizadas, contenian pocas o
ninguna bacterias portadoras de la construccion pJBpleD*, lo que sugiere una fuerte
presion de los elevados niveles de c-di-GMP contra el adecuado progreso de la
interaccion, de forma que la correcta progresion de la simbiosis establecida por las
cepas portadoras de pleD* exigiria la pérdida del plasmido pJBpleD* de la mayor parte
de la poblaciéon bacteriana del nddulo. La pérdida del vector pJBpleD* también pudo

observarse en algunas condiciones de vida libre. La baja estabilidad en ausencia de la
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presion selectiva de antibidticos y el efecto multicopia, son dos de los inconvenientes
presentados por los vectores de expresion. Por ello, nos decidimos a construir una serie
de herramientas genéticas para la introduccion estable del gen pleD* en el genoma de
distintas bacterias que interaccionan con plantas.

De todos los sistemas para la integracion estable de genes en los genomas
bacterianos, nos decantamos por el empleo de los vectores mini-Tn7 basados en las
propiedades del transposén Tn7. Este se inserta con una elevada frecuencia en una
region intergénica muy conservada en numerosas bacterias Gram negativas, sin afectar a
la viabilidad celular (Barnes et al., 2008; Choi et al., 2006; Choi & Schweizer, 2006a;
Choi & Schweizer, 2006b). Varios vectores basados en el transposon Tn7 se ha
empleado con éxito en diferentes especies bacterianas para la integracion estable de
distintos genes de interés (Jittawuttipoka et al., 2009; Kumar et al., 2010; Lambertsen et
al., 2004), convirtiendo los vectores mini-Tn7 en una potente herramienta en estudios
ambientales o in vivo donde la continua seleccion con antibiotico no es posible.

Se construyeron varios vectores derivados de mini-Tn7 portadores del pleD*, bien
solo o acompafiado de genes de resistencia antibidticos. La eficiencia de insercion varid
dependiendo de la cepa receptora y del gen de resistencia acompafante, aunque se
demostro la utilidad de todos ellos en las cuatro bacterias modelo utilizadas en esta
tesis. Aunque en general se obtuvieron eficiencias de insercion bajas, la alta
especificidad de insercion de este transposon determina que este parametro no sea
trascendental, salvo quiza en bacterias que contienen mas de un sitio de insercion en el
genoma. En bacterias como Sme, que posee sitios attTn7 asociados a glmS y nodM,
parece existir una preferencia del transposon por el sitio nodM respecto al sitio glmS,
algo que ya han observado otros autores anteriormente (Bolton et al., 1984). En este
caso encontramos cierta dificultad para identificar transposantes asociados al gen glmS,
los cuales, al contrario de nodM, no se encuentran afectados en propiedades importantes
como la interaccion con la leguminosa hospedadora.

A pesar de que existen numerosos trabajos que describen la estabilidad de las
inserciones mini-Tn7 en diferentes bacterias (Barnes et al., 2008; Crepin et al., 2012;
Choi et al., 2005; McKenzie & Craig, 2006), comprobamos la estabilidad de nuestras
construcciones en las cuatro bacterias de estudio, en condiciones de ausencia de

antibidticos. Pudimos concluir que en todas las especies, las inserciones mini-Tn7 son
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100% estables al menos durante 100 generaciones en medios de cultivo habituales. Esto
contrasta con la baja estabilidad del plasmido pJBpleD*, sobre todo en Ret, que tiende a
perderse rapidamente de la poblacion cuando las bacterias son cultivadas en ausencia de
antibioticos selectivos.

También se comprobd la funcionalidad de las inserciones mini-Tn7pleD*
mediante la cuantificacion de los niveles de c-di-GMP y su efecto sobre varias
propiedades bacterianas (motilidad, produccion de EPS y formacion de biopeliculas). A
pesar de que el gen pleD* se encuentra en monocopia dentro del genoma de los
transposantes, provoco incrementos de los niveles de c-di-GMP similares y en algunos
casos mayores que el plasmido pJBpleD*. Esto podria explicarse por la mayor
estabilidad de las inserciones mini-Tn7 y por la presion negativa producida por el efecto
multicopia del vector pJBpleD*. Se encontraron diferentes contenidos de c-di-GMP
entre los transposantes Km y Tc de Pto, que determinaron también ligeras diferencias
fenotipicas. Estas discrepancias fueron probablemente debidas a distintos niveles de
expresion del gen pleD*, como se pudo comprobar mediante RT-PCR. Se desconocen
las razones de estas diferencias, aunque estos datos indican que puede ser necesario
obtener y analizar distintos transposantes hasta identificar aquellos con niveles de
expresion mas adecuados.

Tanto la motilidad swimming como swarming se vieron drasticamente reducidas
en los transposantes mini-Tn/pleD* en comparacion con las cepas control, no
encontrandose diferencias entre los transposantes mini-Tn7 y las cepas portadoras del
plasmido pJBpleD*. También la expresion de pleD* integrado en el cromosoma dio
lugar a colonias rugosas con una coloracion roja intensa en medios con CR, y con
fluorescencia azul brillante sobre CF, similar a lo observado para las cepas que portan el
vector pJBpleD*. Esto ocurrié en todos los transposantes excepto para el transposante
Pto Tn7pleD*Km, que presentaba un aspecto similar a la cepa silvestre, en
concordancia con los menores contenidos de c-di-GMP de esta cepa.

Una consecuencia del incremento de la produccion de EPS por altos niveles de c-
di-GMP es la mayor capacidad de formacion de biopeliculas. Los transposantes mini-
Tn7pleD* de Rle y Ret formaban biopeliculas similares o incluso superiores a las

obtenidas por las cepas portadoras del plasmido pJBpleD*, poniéndose de nuevo de
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manifiesto la idoneidad de las construcciones mini-Tn7 para el incremento artificial de
los niveles intracelulares de c-di-GMP.

Ademas, se analiz¢ la interaccion con la planta y el comportamiento simbiotico de
los transposantes mini-Tn7 de las tres especies de rizobios Sme, Rle y Ret. En primer
lugar, se evalud la adhesion a raices de veza y judia de los transposantes Tn7pleD*Km
de Rle y Ret respectivamente, mostrando que la expresion de pleD* en monocopia
genera un incremento de la capacidad de adhesion a las raices de sus respectivas plantas
hospedadoras, fenotipo similar al observado para las cepas que portan pleD* en
multicopia. En cuanto al comportamiento simbidtico, los transposantes Tn7pleD*Km de
Sme y Rle presentaron diferencias significativas en el peso de los nddulos en
comparacion con la cepa control Tn7Km. Estas diferencias no fueron registradas por sus
correspondientes versiones portando los plasmidos pJBpleD* y pJB3Tcl9. En la
interaccion Ret-judia, el comportamiento de los transposantes fue similar al mostrado
por la cepa portadora del plasmido pJBpleD*, observandose una reduccion de la
eficiencia simbidtica, con un menor nimero de nddulos, menor porte aéreo y una
reduccion significativa del contenido de nitrégeno en comparacion con las cepas control
carentes de PleD*. Sin embargo, la mayor estabilidad de las inserciones mini-Tn7
acentu6 las diferencias en todos los parametros analizados. También se determind la
estabilidad de las inserciones mini-Tn7 in planta. Entre un 90 y un 100% de los n6dulos
seguian manteniendo el transposon mini-Tn7pleD*Km, en contraste con la baja
permanencia de los plasmidos, especialmente la de pJBpleD* en Ret (0%). No obstante,
la estabilidad de las inserciones mini-Tn7pleD*Km en Sme y Ret parece ser ligeramente
menor in planta (90%) en comparacion con la estabilidad en vida libre (100%), lo cual
sugiere que para el normal desarrollo de la simbiosis existe una presion contra aquellas
bacterias que presentan unos niveles anormalmente elevados de c-di-GMP.

La sobreexpresion de una DGC, provoca un gran impacto en determinados
fenotipos, que en ocasiones pueden suponer un gasto metabolico muy elevado
(Edmunds et al., 2013; Simm et al., 2004). Este impacto no siempre es evidente, y por
ejemplo no se observaron diferencias en la velocidad de crecimiento de las bacterias con
altos niveles de c-di-GMP (Pérez-Mendoza et al., 2014). Con el fin de modular los
niveles de c¢-di-GMP a demanda, se ha disefiado un sistema de regulacion de la

expresion de pleD* una vez integrado en el genoma. Puesto que pleD* se encuentra
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bajo el promotor Plac, se ha hecho uso del sistema represor/antirrepresor lacl/IPTG.
Mediante la cuantificacion de la expresion relativa de pleD* y los niveles intracelulares
de c-di-GMP en ausencia o presencia de 1mM de IPTG, pudimos determinar que el
sistema laclIPTG permite controlar la expresion de pleD* y, en concordancia, modular
los niveles intracelulares de c-di-GMP. A pesar de que la adicion de 1 mM de IPTG no
desreprime totalmente la expresion de pleD* en presencia de Lacl?, los niveles
intracelulares de c-di-GMP generados son suficientes para la observacion de fenotipos
asociados a elevados niveles de c-di-GMP, como la produccion de EPS (Fig. 1.17 y
tabla 1.8). El sistema lacl%IPTG nos permitira controlar la expresiéon de pleD* cuando
se den las condiciones adecuadas. Por ejemplo, en ensayos in planta, pleD* podria estar
parcialmente reprimido en presencia de lacl® y ausencia de IPTG. Una vez establecida
la simbiosis la simple adiciéon de IPTG a la solucidon nutritiva donde se encuentran las
raices podria permitir la expresion de pleD*. De esta forma podriamos realizar un
estudio del efecto de elevados niveles de c-di-GMP en cada una de las etapas del
proceso simbidtico y observar cudl de ellas se encuentra mdas afectada. En las
interacciones Ret-P. vulgaris y Sme-M. sativa, el empleo de IPTG para la induccion
artificial de genes durante la nodulacién, no tiene ningun efecto negativo en el
establecimiento de dichas simbiosis. El IPTG afadido a las raices es capaz de atravesar
todas las membranas bioldgicas y una vez en el citoplasma bacteriano inducir la
expresion de los genes de interés (Box & Noel, 2011). Sin embargo, uno de los
principales inconvenientes del empleo del IPTG in planta es el elevado coste
econdmico que supondria.

En resumen, altos niveles de c-di-GMP provocan efectos diferentes seglin la etapa
simbiotica analizada. Por un lado, se favorecen las etapas tempranas de la interaccion
con la planta, como la adhesion a raices, mientras que por otro lado los elevados niveles
de este segundo mensajero provocan una reduccion en la eficiencia simbidtica,
especialmente en aquellas plantas formadoras de nédulos determinados. La construccion
de vectores mini-Tn7 nos permitié expresar de forma estable el gen pleD*, convirtiendo
estos vectores en mejores herramientas para la elevacion de los niveles intracelulares de
c-di-GMP. Ademas, el uso del sistema lacl/IPTG para la modulacién de la expresion

de pleD*, permite alterar el contenido de c-di-GMP a demanda.
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ANEXOS CAPITULO |

1.1. Construccion de vectores mini-Tn7 portadores del gen pleD*

Para la amplificacion del gen pleD* desde el vector de expresion pJBpleD* se

utiliz6 la siguiente pareja de oligonucledtidos:

pJB3Tcl9-F GCCTCTTCGCTATTACGCC

pleDTn7

GAGCTCACGCAAACCGCCTCTCC

1.2. Comprobacion de las inserciones mini-Tn7 mediante PCR

Las inserciones mini-Tn7 se comprobaron mediante reacciéon en cadena de la

polimerasa (PCR), empleando una pareja de oligonucledtidos especifica para cada

especie, flanqueando al sitio attTn7 que se encuentra bajo el gen glmS. Con estos

oligonucleétidos se produce un amplicon en la cepa silvestre pero no en los

transposantes. Puesto que la orientacion del transposon Tn7 tras su insercion es

conocida, utilizando un oligonucle6tido interno del Tn7, pTn7R y los oligonucledtidos

F para cada especie, se pudo comprobar la presencia del transposon aguas abajo del gen

gImS. En el caso de S. meliloti se disefi6 otro oligonucledtido, Rm_NodM, que hibrida

aguas abajo del gen nodM, para poder identificar aquellas inserciones asociadas a este

gen.
Nombre Secuencia 5-3 Usado en
pTn7L ATTAGCTTACGACGCTACACCC | Verificacion de la insercion
bajo gImS. Oligonucleotidos

pTn/R CACAGCATAACTGGACTGATTTC | internos del transposon Tn7
glmS1etF CCTGTTATCGTCATTGCTCC Verificacion de la insercion
glmS1etR CGACAGCAATCAGCAGGC en Ret bajo gImS1

glmS pstF TGGCGAACTCAAACACGG Verificacion de la insercion
glmS pstR | TACCGAGTAGAACCTCCTTAGC | en Pto bajo glmS

glmS legF CCTGTCATCGTCATCGCC Verificacion de la insercion
glmS legR | GCACGACGGCGATCAGC en Rle bajo gImS

glmS rmF CCACGCCGAAGGTTACG Verificacion de la insercion
glmS rmR AGGCTCGTTGCGGAACC en Sme bajo glmS

Rm NodM | GCGAGGTCAGTGTAGAACG Verificacion de la insercion

en Sme bajo nodM
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1.3. Expresion de pleD* mediante RT-PCR

Para los estudios de expresion del gen pleD* en Pto, se emplearon las siguientes

parejas de oligonucleotidos:

RT pleDF AATGTCCGCCTGCTTGA
RT pleDR CAGAATGATGTCGGGCAG
F-RT-16S ACACCGCCCGTCACACCA
R-RT-16S GTTCCCCTACGGCTACCTT
Para los estudios de expresion del gen pleD* en Sme, se emplearon las siguientes

parejas de oligonucleotidos:

RT pleDF AATGTCCGCCTGCTTGA
RT pleDR CAGAATGATGTCGGGCAG
Rm 16S F TCTACGGAATAACGCAGG
Rm 16S R GTGTCTCAGTCCCAATGT

1.4. Construccion del vector pBBRIacl®

El gen lacl® fue extraido mediante digestion con la enzima Mcsl del plasmido
pQE-80L (Qiagen). El fragmento de 1610 pb se cloné en el vector pPBBRIMCSS
previamente digerido con la enzima Smal. El pldsmido resultante, pBBRlacl?, fue
introducido en la cepa movilizadora 2163 para posteriormente movilizarlo mediante

conjugacion biparental al transposante Sme Tn7pleD*Km.
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2. Papel de la celulosa y glucano de enlaces mixtos (MLG) en
Rhizobium etli CFN42: formacidn de biopeliculas e interaccion con su

hospedador

En el capitulo anterior se han descrito los efectos provocados por Ia
sobreexpresion de la DGC PleD* en diferentes bacterias que interaccionan con plantas,
tanto patogénicas como simbiodticas. En vida libre, el incremento artificial de los niveles
intracelulares del segundo mensajero c-di-GMP produce una drastica inhibicion de la
motilidad en todas las bacterias ensayadas, un aumento en la produccion de
exopolisacaridos y como consecuencia, una mayor floculacion y formacion de
biopeliculas sobre superficies abioticas. En cuanto a la interaccion con la planta, los
resultados mas interesantes se observaron en la interaccion simbiotica rizobio-
leguminosas, en donde los elevados niveles intracelulares de c-di-GMP de la bacteria
parecen tener un doble efecto: por un lado afectan positivamente a etapas tempranas de
la interaccion, como la adhesion de los rizobios a las raices de las plantas hospedadoras;
por el otro, parecen perjudicar etapas posteriores, afectando negativamente la eficiencia
simbiotica. Dentro de las estudiadas, la interaccion simbiotica mas afectada fue la de R.
etli CFN42 (Ret) con su hospedador P. vulgaris (judia), lo que nos anim¢ a realizar un
estudio mas profundo de esta interaccion.

Los exopolisacaridos (EPS) secretados por los rizobios juegan un papel clave en
la colonizacidn de la raiz y en el correcto desarrollo de nodulos fijadores de nitrégeno
(Laus et al., 2005; Rinaudi & Gonzalez, 2009). Tal y como se describi6 en el capitulo I,
la produccion de EPS fue uno de los fenotipos mas alterados en Ret en respuesta a la
sobreexpresion de la DGC PleD*. Ademas, los EPS juegan un papel muy importante en
el establecimiento de la simbiosis (Fraysse et al., 2003; Laus et al., 2005; Leigh &
Walker, 1994; Pellock et al., 2002; Skorupska et al., 2006). Por tanto, es razonable
pensar que estos EPS estén relacionados con las alteraciones simbidticas exhibidas por

las cepas bacterianas que sobreexpresan la DGC PleD*.

2.1. Exopolisacaridos requlados por c-di-GMP en Rhizobium etli CEN42 (Ret)

Como se ha descrito en la Introduccion de esta tesis doctoral, Ret puede producir

varios tipos de polisacaridos, incluyendo polisacaridos capsulares (CPS), el
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lipopolisacarido (LPS), los B-glucanos ciclicos peripldsmicos, asi como otros secretados
al medio como son el EPS 4cido, la celulosa, el B-glucano de enlaces mixtos (MLG) o el
glucomanano (UPP). De todos ellos, encontramos que la produccion de celulosa, MLG
y UPP estd regulada por el segundo mensajero c-di-GMP en otras bacterias

filogenéticamente relacionadas (Pérez-Mendoza & Sanjuan, 2016).

A) Operon del glucomanano o UPP

RHE_CHO01558 RHE_CHO01560 RHE_CHO01562
| RHE_CHO01559 | RHE_CHO1561 | RHE_CHO01563

— (mm | ><|1
CE—

B) Operon de la celulosa

celG/ bcsK

RHE_CHO01545
celA/bcsA celC/bcsZ - RHE CHO1546
RHE_CHO01542 celB/bcsB RHE_CHO01544 =

RHE_CHO1543 | >| >|:>"i |:>

| RHE_CHO01548

C) Operon del B-glucano mixto (MLG)

bgsB bgsA
RHE_PE00362 RHE_PE00363

| p- 4

Figura 2.1. Esquema de la organizacion genética de algunos operones para la biosintesis de
exopolisacaridos en R. etli CFN42 (Ret), que estan regulados por c-di-GMP en otras bacterias. A)
Sintesis de glucomanano o polisacarido unipolar (UPP), B) sintesis de celulosa y C) B-glucano de enlaces
mixtos (MLG). * ORF perteneciente a RHE CHO01547, el cual codifica para un ARNt.

2.1.1 Polisacarido unipolar (UPP) o glucomanano.

Este EPS ha sido previamente descrito en diferentes miembros de la familia
Rhizobiaceae, como R. leguminosarum (Rle), S. meliloti 2011 (Sme 2011) y A.
tumefaciens (Atu). Sin embargo, la regulacion del UPP por altos niveles de c-di-GMP
solo esta descrita en los dos ultimos casos (Schéper et al., 2016; Xu et al., 2013).

Los genes RHE CHO1558 al RHE CHO01563 del genoma de Ret presentan una
organizacion idéntica a la de los genes UppABCDEF de Rle, Sme 2011 y Atu, asi como
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alta conservacion de secuencias, superior al 60% (Fig. 2.1A). El primer gen del operdn,
RHE CHO1558, codifica para una proteina hipotética con un dominio Wzy, el segundo
y tercer gen codifican para sendas glicosiltransferasas, mientras que los productos de los
genes RHE CHO1561 y RHE CHO01562 serian los encargados de la exportacion de este
polisacarido unipolar. Finalmente, RHE CHO01563 codifica para una acetiltransferasa.

Desde el punto de vista de la interaccion con la planta, en Rle el glucomanano es
necesario para la adhesion a raices de veza y para una infeccion competitiva (Williams
et al., 2008). En Sme 2011, el UPP es el responsable de la formacion de biopeliculas en
respuesta a elevados niveles de c-di-GMP (Schéper et al., 2016), mientras que en el
patdogeno de plantas A. tumefaciens, el UPP es requerido para la adhesion polar de esta
bacteria al entrar en contacto con una superficie (Xu et al., 2013).

Debido a que la regulacion por c-di-GMP del UPP ha sido recientemente
publicada, el estudio de este EPS en Ret no fue incluido entre los objetivos de esta tesis

doctoral, por lo que no se ha profundizado en el estudio de su funcion.

2.1.2 Celulosa

La celulosa es uno de los mayores componentes de las biopeliculas bacterianas y
desempefia un papel clave en las interacciones célula-célula y célula-superficie
(Romling, 2002; Ross et al., 1991). La produccion de celulosa en Rle y Atu esta
documentada previamente y se han identificado los genes responsables de su
produccion (Ausmees et al., 1999; Matthysse, 1983; Matthysse et al., 1995; Napoli et
al., 1975). En Atu la biosintesis de celulosa corre a cargo de dos operones convergentes
celABCG (también conocidos como bcsABZK) y celDE (bcsLM) (Matthysse et al.,
1995). Rle posee el operon cel ABCG, mientras que el gen celD se encuentra aislado en
una localizacion distante del genoma (Ausmees et al., 1999) y celE esta ausente. La
organizacion de los genes de biosintesis de celulosa en Ret, difiere de las dos bacterias
anteriormente mencionadas, ya que solo posee los genes CelABCG mientras que el
oper6on divergente celDE parece ausente del genoma de esta bacteria (Fig. 2.1B).

La actividad de la celulosa sintasa CelA estd regulada a través de la unién del c-
di-GMP a su dominio PilZ (Morgan et al., 2014). De esta forma la sobreexpresion de
alguna DGC eleva los niveles intracelulares de este segundo mensajero desencadenando

un aumento de la produccion de celulosa (Barnhart et al., 2014; Pérez-Mendoza et al.,
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2014; Romling, 2002). Debido a la importancia de este EPS en Atu y Rle para la

adhesion 'y formacion de biopeliculas sobre plantas hospedadoras, decidimos
profundizar en el conocimiento de la celulosa en Ret y en su interaccidon con judia. Para
ello realizamos un abordaje genético mediante la construccion de mutantes carentes de
los genes celAB, que codifican para las subunidades cataliticas de la celulosa sintasa

(ver apartado 2.2).

2.1.3 p-glucano de enlaces mixtos (MLG)

Finalmente, en el genoma de Ret también encontramos los genes necesarios para
la sintesis del polisacarido recientemente descubierto en S. meliloti 8530 (Sme), -
glucano de enlaces mixtos 0 MLG (Pérez-Mendoza et al., 2015) (Fig. 2.1C). Los genes
RHE PE00362 y RHE PE00363 de Ret son homoélogos a los genes bgsBA de Sme.
RHE PE00362 codifica para una hipotética proteina de membrana que presenta una
identidad del 67% con BgsB de Sme. Dicha proteina posee un dominio HlyD, por lo
que podria estar implicada en el transporte del MLG al exterior celular. El gen
RHE PE00363 codifica para una glicosiltransferasa encargada de transferir los residuos
glucosidicos a la cadena polisacaridica creciente. Esta glicosiltransferasa presenta un
porcentaje de identidad de secuencia del 80% con BgsA de Sme. Mediante el empleo
del software Phyre2 (Kelley et al., 2015) para la prediccion de la estructura terciaria de
proteinas pudimos comprobar que la estructura terciaria de la proteina BgsA de Ret
(BgsAret) €s muy semejante a la estructura terciaria de CelA, la subunidad A de la
celulosa sintasa de Ret (Fig. 2.2). No obstante, es necesario aclarar que en Phyre2 las
estructuras de proteinas usadas como modelo condicionan muy significativamente el
resultado del andlisis comparativo. En este caso, las estructuras de las
glicosiltransferasas CelA y BgsA de Ret estan basadas en la estructura de la celulosa
sintasa BesA de Rhodobacter sphaeroides (PDB 4HG6) (Morgan et al., 2013).

En relacion a su activacion por c-di-GMP, cabe resaltar la similitud entre la
modelizacion obtenida del dominio C-terminal de BgsAg. y la estructura del dominio
PilZ de CelA (Fig. 2.2, recuadro rojo). En Sme este dominio C-terminal citoplasmatico
de BgsA esta implicado en la union especifica del segundo mensajero c-di-GMP (Pérez-
Mendoza et al., 2015). A pesar de esta aparente homologia estructural, el extremo C-

terminal de BgsAge: no puede considerarse un dominio PilZ pues, al igual que BgsAgpe,
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no presenta las secuencias consenso descritas para dominios PilZ (Amikam & Galperin,

2006; Ryjenkov et al., 2006).

CelA BgsAg..

Figura 2.2. Comparacion de la estructura terciaria de la subunidad A de la celulosa sintasa CelA y
BgsA, ambas de R. etli CFN42. La prediccion de la estructura terciaria se realizé con la herramienta
bioinformatica Phyre2, usando como modelo la celulosa sintasa BcsA de Rhodobacter sphaeroides (PDB
4HG®6). En el rectangulo rojo se enmarca el dominio PilZ de CelA.

En Sme, ademas de la regulacion alostérica positiva por la union del c-di-GMP al
dominio C-terminal de BgsA, la produccion de MLG se encuentra regulada a nivel
transcripcional a través del sistema de quorum sensing ExpR/Sinl (Pérez-Mendoza et
al., 2015). En Ret no esta descrito un regulador transcripcional similar a ExpR, por lo
que la regulacion del MLG en esta especie de rizobio podria ser diferente a la descrita
para Sme. Estudios de qRT-PCR y fusiones transcripcionales con el gen reportero gus
demostraron que en Sme el operon bgsBA no esta regulado transcripcionalmente por c-
di-GMP (Pérez-Mendoza et al., 2015). Sin embargo, la regulacion transcripcional por c-
di-GMP de operones biosintéticos de diferentes EPS, a través de su union a reguladores
transcripcionales, no es rara en bacterias (Chin et al., 2010; Fazli et al., 2011; Hickman
& Harwood, 2008).

Para determinar la situacion en Ret, se llevaron a cabo estudios de expresion
génica de los genes bsgBA (RHE PE00362 y RHE PE00363) de Ret, en presencia y
ausencia de PleD*. Para evitar la formacion de floculos y facilitar la manipulacion de
las bacterias y la posterior extraccion de ARN, se emplearon cepas mini-Tn7
delecionadas en el operon de la celulosa (ver apartado 2.2). Estos experimentos
mostraron que ambos genes, bgsB y bgsA, se encontraban ligeramente reprimidos en
presencia de altos niveles de c-di-GMP (Fig. 2.3). Las pequefias reducciones del nivel
de transcritos, de 1.76 y 2.35 veces para bgsB y bgsA respectivamente, apuntan a que, al

igual que en Sme, la principal regulacion del polisacarido MLG por diguanilato ciclico
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estaria ocurriendo a nivel posttraducional, mediante la unién alostérica del c-di-GMP al

dominio C-terminal de BgsA.

1,4 -
o - pleD*
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BgsB ' BgsA

Figura. 2.3. Expresion relativa de los genes bgsB (negro) y bgsA (gris) de R. etli CFN42 en presencia
y ausencia de PleD*. Las cepas mini-Tn7 con y sin PleD* fueron crecidas en TY a 28°C hasta alcanzar
una DOggonm de 0.8-0.9, tras lo cual, se extrajo el ARNm. Las barras representan la media de tres replicas
bioldgicas independientes con tres replicas técnicas + el error estandar. La expresion se normalizé con el
gen 16S.

Para comprobar si el glucano de enlaces mixtos (MLG) producido por Ret era
igual al producido por Sme, se aislé y purificé siguiendo el protocolo previamente
descrito por Pérez-Mendoza y colaboradores (Pérez-Mendoza et al., 2015). La
metodologia empleada para dicha purificacion fue disefiada para una cepa que no
produce otros polisacaridos que podrian co-purificarse mediante este procedimiento,
como la celulosa. Por tanto, para evitar la contaminacion, se empled una cepa mutante
de Ret carente del operon de la celulosa que expresa PleD* desde el genoma (ver
apartado 2.2 de este capitulo). Una vez aislado y purificado el MLG se digiri6 con la
enzima liquenasa. Esta enzima es una endoglucanasa cuyo sitio especifico de corte son
enlaces B (1-4) inmediatamente precedidos por otros  (1-3). Tras la digestion con esta
enzima, los residuos glucosidicos se separaron en una placa cromatografica en capa fina
(TLC) y los resultados obtenidos se compararon con los obtenidos para el MLG de Sme
(Fig. 2.4). E1 MLG producido por Ret también fue hidrolizado por la liquenasa,
obteniéndose el mismo producto que con el MLG de Sme, un disacérido como Unico
producto de la digestion (Fig. 2.4). Esto indica que Ret, al igual que en Sme, produce un

MLG en el que se alternan enlaces  (1-4) y B (1-3).
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1 2 3 4 5

Figura 2.4. Cromatografia en capa fina (TLC) de hidrolizados de MLG con liquenasa. Linea 1:
MLGg, sin digerir, linea 2: MLGg, digerido con liquenasa, linea 4: MLGyg,, digerido con liquenasa, linea
5: MLGgy, sin digerir, linea 3: marcador, formado (de arriba a abajo) por glucosa, maltosa, maltotriosa,
maltotetrosa, maltopentosa y maltohexosa.

2.2. Obtencién y caracterizacién de mutantes en los polisacaridos celulosa y
MLG de Rhizobium etli CEN42 (Ret).

Con el objetivo de conocer si las alteraciones en la interaccion R. etli-P. vulgaris,

generada por los elevados niveles de c-di-GMP, eran debidas a una superproduccion de
celulosa y/o MLG, decidimos construir mutantes delecionados para cada uno de estos
EPS, asi como un mutante doble incapaz de producir celulosa ni MLG. Ademas, la
construccion de estos mutantes nos permitira estudiar el papel de ambos EPS en vida

libre.

2.2.1 Obtencion de mutantes en las glicosiltransferasas CelAB y BgsA.

Las proteinas CelA y CelB son las subunidades cataliticas necesarias para la
produccion de celulosa, tanto in vivo como in vitro en bacterias como G. xylinus o R.
sphaeroides (Omadjela et al., 2013; Whitney & Howell, 2012). Con el objetivo de
obtener una cepa de Ret incapaz de producir celulosa, decidimos construir un mutante
por delecion en los genes celAB (RHE CHO01542- RHE CHO01543). Para ello se
sustituyeron los alelos silvestres por una version delecionada sin ningiin marcador de
antibiotico, evitando al mismo tiempo posibles efectos polares sobre genes adyacentes.

La construccion de cepas de Ret carentes del polisacarido MLG, se realizod
mediante delecion del gen bgsA (RHE PE00363), eliminando mas de 2/3 del gen. La
similitud estructural entre la celulosa y el MLG hace posible considerar cierta
redundancia funcional, por lo que se decidié ampliar el objetivo y construir un doble

mutante que careciera tanto de celulosa como del MLG.
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Con el fin de conocer las funciones de ambos EPS se ensayaron los respectivos
mutantes tanto en vida libre como en la interaccion simbidtica Ret-P. vulgaris y tanto en
presencia de elevados niveles de c-di-GMP como con niveles fisiologicos de este
segundo mensajero. Para mas detalles de la construccion de los mutantes, consultar el

anexo 2.

2.2.2. Caracterizacion fenotipica de mutantes en la produccion de celulosa y
MLG bajo niveles fisioldgicos y elevados de c-di-GMP

Para conseguir elevados niveles intracelulares de c-di-GMP, se introdujo el gen
pleD* en los mutantes simples CelAB (AcelAB) y bgsA (AbgsA) y en el doble mutante
celAB/bgsA (AA), mediante los vectores mini-Tn7 construidos en el Capitulo I de esta
tesis doctoral, obteniéndose las cepas delecionadas en el operon de la celulosa con y sin
pleD* (Ret AcelAB Tn7pleD*Km y Ret AcelAB Tn7Km), cepas delecionadas en bgsA
con y sin pleD* (Ret AbgsA Tn7pleD*Km y Ret AbgsA Tn7Km) y el doble mutante en
ambos EPS con y sin pleD* (Ret AA Tn7pleD*Km y Ret AA Tn7Km).

La caracterizacion fenotipica de estos mutantes en vida libre, consistié en la
observacion de la produccion de EPS sobre rojo Congo (CR) o calcofluor (CF) y la

formacion de floculos y biopeliculas.

2.2.2.1. Produccion de exopolisacaridos

Las cepas mini-Tn7 delecionadas en el operdn de la celulosa, en MLG, los dobles
mutantes, asi como sus respectivas cepas parentales con y sin PleD*, fueron crecidas
sobre medio minimo so6lido adicionado de CR o CF (Fig. 2.5 A y B). Las cepas Ret
AcelAB Tn7pleD*Km y AbgsA Tn7pleD*Km seguian manteniendo un color rojo
intenso al crecer sobre CR, similar a la cepa parental Ret Tn7pleD*Km. El fenotipo CR"
desaparecia en el doble mutante expresando pleD*, lo que indicaba que era necesaria la
pérdida de ambos EPS para la obtencion de un fenotipo CR".

Otro dato a destacar es que en condiciones fisiologicas de c-di-GMP (ausencia de
pleD*), se observd un color mas blanquecino en las colonias de las cepas Ret AcelAB
Tn7Km y Ret AA Tn7Km, en comparaciéon con la cepa parental (Fig. 2.5 A), indicando
que en estas condiciones parece haber una produccion basal de celulosa en Ret. Sin

embargo, estos mutantes AcelAB, tanto en niveles altos como fisioldgicos de c-di-GMP,
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no formaban las colonias tan rugosas en comparacion con las cepas parentales, sino que
su aspecto era mas mucoso (Fig. 2.5 A). Esto sugeria que, al igual que ocurre en A.
tumefaciens, Salmonella typhimurium y E. coli, la celulosa es necesaria para el aspecto
rugoso de las colonias de Ret crecidas en medio solido (Barnhart et al., 2013; Monteiro
etal., 2009; Zogaj et al., 2001).

El mismo comportamiento se observd sobre calcoflior, las cepas Ret AcelAB
Tn7pleD*Km y Ret AbgsA Tn7pleD*Km seguian mostrando fluorescencia intensa bajo
luz ultravioleta, similar a la cepa parental Ret Tn7pleD*Km, mientras que el doble
mutante perdia esta capacidad aun con elevados niveles de c-di-GMP (Fig. 2.5 B).

La fluorescencia de los cultivos se cuantific6 mediante el empleo de un
fluorimetro. En condiciones fisiologicas de c-di-GMP, la cepa Ret AcelAB Tn7Km
mostro un descenso de 2 veces en la fluorescencia en comparacion con la cepa silvestre.
Dicha diferencia hace de nuevo referencia a la produccion basal de celulosa en estas
condiciones. Sin embargo, en la cepa Ret AbgsA Tn7Km, se observd un incremento de
la fluorescencia de 2.6 veces con respecto a la cepa silvestre; esto podria deberse a un
incremento de la produccion de celulosa u otro polisacarido en respuesta a la pérdida del
gen bgsA (Fig. 2.5 C).

La expresion de la DGC PleD* en la cepa silvestre provocaba un aumento en la
fluorescencia de 37 veces en comparacion con la cepa sin pleD* (Fig. 2.5 C). Sin
embargo, este aumento fue ligeramente menor en las cepas Ret AcelAB Tn7pleD*Km y
Ret AbgsA Tn7pleD*Km, con incrementos de 26 y 32 veces, respectivamente. Esto
indicaba la contribucion de ambos polisacaridos a la fluorescencia emitida por la cepa
silvestre con altos niveles de c-di-GMP. Ademas, la suma de la fluorescencia de cada
uno de los mutantes simples era mayor que la producida por la cepa parental expresando
PleD*, lo que sugeria que la pérdida de uno de estos EPS influye sobre la produccion
del otro. En la cepa Ret AA Tn7pleD*Km, la fluorescencia emitida por los cultivos
descendia drasticamente, indicando que la celulosa y el MLG eran los principales
responsables del incremento de fluorescencia en respuesta a los altos niveles de c-di-
GMP en Ret. Sin embargo, los niveles de fluorescencia de esta cepa todavia fueron 2.5
veces mas elevados que la cepa parental en condiciones fisiologicas de c-di-GMP,
sugiriendo que los elevados niveles de c-di-GMP incrementaban la produccion de al

menos un tercer EPS en Ret (Fig. 2.5 C). Estos resultados muestran la idoneidad del

159



Capitulo II

empleo de un fluorimetro para la cuantificacion de los EPS producidos por Ret en
presencia de CF. La mayor sensibilidad de la técnica permite poner de manifiesto la

presencia de otros EPS que no pueden ser detectados visualmente en placas con CF.

Tn7Km |Tn7pleD¥

AA AbgsA
Tn 7pleD* Tn7Km
AA AbgsA
Tn7Km Tn7pleD*
AcelAB| AcelA

In7pleD* Tn7Km

5x106 -

4x106 =

3x106 - -
1l alim

3x105

Unidades arbitrarias

2x105 -

1x10°

WT  AcelAB AbgsA AA  WT AcelAB AbgsA AA
Tn7Km Tn7pleD*Km

Figura 2.5. Contribucion de la celulosa y el MLG a los fenotipos CR* y CF" de R. etli CFN42 con
alto contenido de c-di-GMP. Mutantes simples en el operon de la celulosa (AcelAB), en bgsA (AbgsA),
el doble mutante (AA) y sus respectivas cepas parentales (WT) con o sin pleD*, fueron crecidos en medio
minimo adicionado con rojo Congo (A, 125 pg/ml) o calcofliior (B, 200 pg/ml). Las placas fueron
fotografiadas tras 48 horas de crecimiento a 28°C. (C) Cuantificacion de la fluorescencia emitida por
cultivos liquidos en medio con CF. Las barras representan la media de tres replicas biologicas con tres
replicas técnicas + desviacion estandar.

2.2.2.2. Capacidad de floculacion

Otro de los fenotipos observados como consecuencia del aumento de la
produccion de EPS, es el incremento de formacion de floculos compactos en cultivos
liquidos (Fig. 2.6). Como ya se indico en el capitulo anterior, la sobreexpresion de
PleD* provocod una abundante formacién de floculos por Ret. La cepa Ret AbgsA
Tn7pleD*Km, continuaba produciendo floculos en presencia de elevados niveles de c-
di-GMP, aunque estos eran de menor tamafio (Fig. 2.6). Por el contrario, tanto la cepa

Ret AcelAB Tn7pleD*Km como el doble mutante Ret AA Tn7pleD*Km, perdian tal
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capacidad de flocular, comportindose de forma similar a las cepas con niveles
fisiologicos de c-di-GMP. Estos resultados indicaban que es la celulosa la principal

responsable de la floculacidon de Ret en medio liquido.

wT AcelAB AbgsA AA
Tn7Km Tn7pleD*Km Tn7Km Tn7pleD*Kkm  Tn7Km Tn7pleD*Km  Tn7Km Tn7pleD*Km

Figura 2.6 Papel de los polisacaridos celulosa y MLG en la floculacién de R. etli CFN42 con alto
contenido de c-di-GMP. Las cepas arriba indicadas, incapaces de producir celulosa (AcelAB), MLG
(AbgsA) o ambos exopolisacaridos (AA), con y sin PleD*, fueron crecidas en agitacion en medio minimo
durante 24 horas para la observacion de los floculos.

2.2.2.3. Formacién de biopeliculas

Para determinar el papel que desempefian los polisacaridos celulosa y MLG en las
biopeliculas desarrolladas por Ret sobre superficies abidticas, en condiciones
fisiologicas de c-di-GMP y en presencia de altos niveles de este segundo mensajero, se
llevé a cabo el crecimiento de las distintas cepas en placas multipocillo, para la
posterior tincidon de la biopelicula producida con cristal violeta (para mas informacion
ver el apartado 1.8 de la secciéon materiales y métodos).

En condiciones fisiologicas de c-di-GMP, no se observaron diferencias
significativas en la produccion de biopeliculas entre los mutantes celAB, bgsA o el doble
mutante con respecto a la cepa parental (Fig. 2.7). Como ya se mostro en el capitulo
anterior, los elevados niveles de c-di-GMP provocan en Ret un significativo incremento
de la produccion de biopeliculas, incremento que fue también visible en la cepa mutante
Ret AbgsA Tn7pleD*Km. Dicho incremento, sin embargo, estuvo ausente en los
mutantes Ret AcelAB Tn7pleD*Km y AA Tn7pleD*Km, que mostraron un
comportamiento similar al de la cepa parental en condiciones fisioldgicas de c-di-GMP
(Fig. 2.7). Estos resultados sugieren que el MLG no interviene en la formacion de
biopeliculas sobre superficies abioticas, sino que es la celulosa el principal polisacarido
responsable de la adhesion de Ret a este tipo de superficies en respuesta a los altos

niveles intracelulares de ¢c-di-GMP.
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Figura 2.7. Papel de la celulosa y el MLG en la formacién de biopeliculas por R. etli CFN42. A)
Biopeliculas formadas por las cepas de Ret mutantes en el operon de la celulosa (AcelAB), en bgsA
(AbgsA), el doble mutante celAB/bgsA (AA) en comparacion con sus respectivas cepas parentales, con y
sin PleD*. La cuantificacion se llevo a cabo tras 72 horas de crecimiento en medio minimo en placas de
96 pocillos. Las barras representan la media de 8 pocillos + desviacion estandar de tres experimentos
independientes. B) Biopeliculas adheridas a los pocillos de las placas de poliestireno, tefiidas con CV,
antes de la resuspension con etanol.

2.2.2.4. Adhesion a raices

Uno de los primeros pasos hacia la formacion de nodulos fijadores de nitrogeno,
es la adhesion de los rizobios a las raices de sus respectivas plantas hospedadoras
(Ausmees et al., 2001a; Danhorn & Fuqua, 2007). Los EPS secretados por los rizobios
son clave en este proceso de adhesion. En Sme y Rle, se ha demostrado la participacion
del MLG y de la celulosa en la adhesion a raices de alfalfa y veza, respectivamente
(Laus et al., 2005; Pérez-Mendoza et al., 2015). Para determinar la importancia de estos
dos EPS en la adhesion de Ret a raices de judia, realizamos ensayos de adhesion
competitiva de las bacterias, tanto en condiciones fisiologicas de c-di-GMP como en
condiciones elevadas de este segundo mensajero. En el primero de los casos, para
facilitar la seleccion de las cepas, se emplearon las versiones mini-Tn7Km de los
distintos mutantes versus la cepa silvestre (Fig. 2.8 A). En condiciones de elevados
niveles de c-di-GMP, las cepas AcelAB Tn7pleD*Km y AbgsA Tn7pleD*Km fueron
diferenciadas de la cepa parental Ret Tn7pleD*Tc, mediante seleccion por los diferentes
marcadores de resistencia a antibidtico. Sin embargo, la cepa Ret AA Tn7pleD*Km se

enfrentd a su cepa parental Ret Tn7pleD*Km, por lo que la diferenciacion fue posible
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por la diferente tincion de las colonias en medio con CR (colonias rojas, cepa parental;

colonias blancas, doble mutante) (Fig. 2.8 B).
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Figura 2.8. Papel de los polisacéridos celulosa y glucano de enlaces mixtos (MLG) en la adhesion de
R. etli a las raices de judia. Mezclas 1:1 (indculo) de las bacterias se pusieron en contacto con raices de
judia durante 12, 24 o 48 horas. A) Adhesion competitiva en condiciones fisiologicas de c-di-GMP. B)
Adhesion competitiva en condiciones de elevados niveles de c-di-GMP. Las barras indican la proporcion
de UFC de los mutantes (en negro) y de las cepas control (en gris) + error estandar. Los asteriscos indican
diferencias significativas empleando un analisis de la varianza con un nivel de significacion a= 0.1

En los ensayos de adhesion competitiva realizados en condiciones fisiologicas de
c-di-GMP, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
distintos mutantes y sus respectivas cepas parentales (Fig. 2.8 A). Estos datos sugerian
que en un escenario de niveles fisiologicos de c-di-GMP, no se dan las condiciones
necesarias para la produccion significativa de celulosa y MLG. Por ello, decidimos
incluir ensayos de adhesion competitiva con altos niveles de c-di-GMP.

En altos niveles de c-di-GMP, los mutantes Ret AcelAB Tn7pleD*Km y Ret AA
Tn7pleD*Km fueron estadisticamente menos competitivos en adhesion que sus
respectivas cepas parentales, alcanzdndose las mayores diferencias a las 24 horas de

incubacion (Fig. 2.8 B). Sin embargo, estas ligeras diferencias parecian revertir a las 48
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horas, cuando la capacidad de adhesion del mutante en celulosa y del doble mutante
volvia a ser similar al de sus cepas parentales. Por el contrario, la cepa Ret AbgsA
Tn7pleD*Km no presentd diferencias significativas con respecto a su cepa parental.
Estos datos indicaban que en presencia de altos niveles de c-di-GMP, la celulosa podria

ser mas importante que el MLG para la adhesion de Ret a las raices de judia.

2.2.2.5. Fenotipo simbiotico

Los resultados de los experimentos de adhesion, tanto sobre superficies abioticas
como bidticas, indicaron que la celulosa contribuye de manera més importante que el
MLG a dicha adhesion. No obstante, la contribucidén de la celulosa a la adhesion de
raices de judia parecia poco significativa, pues mutantes deficientes en la produccion de
este EPS, todavia generaron una adhesion aceptable a las raices de judia, al menos en
las condiciones ensayadas. Con el objetivo de analizar la influencia de los EPS celulosa
y MLG de Ret en estadios posteriores de la interaccion simbiotica, se llevaron a cabo
ensayos de infectividad de plantas de judia en jarras Leonard.

Debido a la gran cantidad de espacio y tiempo consumidos por los ensayos de
plantas, se decidi6 estudiar inicialmente el comportamiento simbidtico del mutante en
celulosa, con el que se obtuvieron los resultados mas significativos, asi como el doble
mutante en ambos EPS, con y sin pleD* en comparacion con sus respectivas cepas
parentales. Estos ensayos se realizaron con la variedad Negro Jamapa, procedente de
México, la misma que la que se aislo por primera vez la cepa R. etli CFN42 (Quinto et
al., 1985).

Tras 29 dias post-inoculacion, se determinaron el peso fresco y peso seco de la
parte aérea (PA), el contenido de nitrogeno de la PA y el nimero de nddulos por planta.

La presencia de nddulos rosaceos en todas las plantas inoculadas indicaba que
todos los mutantes de Ret analizados eran capaces de llevar a cabo el proceso de
fijacion de nitrogeno (datos no mostrados). Como se describio en el capitulo anterior,
los altos niveles de diguanilato ciclico redujeron de forma muy significativa la
eficiencia de la simbiosis Ret-judia. En esta ocasion, el objetivo era determinar la
implicacion de la celulosa y el MLG en la simbiosis, por lo que el andlisis se centr6 en
identificar posibles diferencias entre los mutantes y la cepa silvestre, tanto con niveles

fisiologicos como elevados de c-di-GMP.
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En la tabla 2.1 podemos observar que en condiciones fisioldgicas de c-di-GMP, la
ausencia de los polisacaridos celulosa y MLG no tuvo ningun efecto significativo sobre
la interaccion simbidtica Ret-judia, no encontrandose diferencias significativas entre los
mutantes y la cepa silvestre, en ninguno de los parametros analizados (Fig. 2.9).

En condiciones de elevados niveles de c-di-GMP, las plantas inoculadas con los
mutantes en celulosa y por el doble mutante Cel” MLG’, no presentaron diferencias
significativas en el porte aéreo de las plantas (peso fresco y peso seco) en comparacion
con las plantas inoculadas con la cepa parental Ret Tn7pleD*Km. Sin embargo, la cepa
Ret AcelAB Tn7pleD*Km presenté un numero significativamente mayor de nddulos y
el nitrégeno fijado por esta cepa fue superior a la cepa parental, indicando que la
ausencia de celulosa podria suponer una ventaja en condiciones de elevados niveles de
c-di-GMP. Sin embargo, el doble mutante Ret AA Tn7pleD*Km solo presentd
diferencias significativas con respecto a la cepa parental en la cantidad de nitrogeno
fijada, alcanzando valores intermedios entre el mutante en celulosa y la cepa parental en
el resto de parametros. Estos resultados indican que en presencia de elevados niveles de
c-di-GMP, la superproduccion de celulosa y MLG en Ret no eran los responsables del
deficiente fenotipo simbiotico de R. etli, y que las alteraciones observadas son debidas a

otros efectos de las elevadas concentraciones de este dinucledtido en la bacteria.

Tabla 2.1. Eficiencia simbi6tica de las distintas cepas de R. etli tras la interaccion
con P. vulgaris var. Negro Jamapa

Nitrogeno

Peso fresco | Peso seco PA

N° nédulos total
PA(9) (@) (mg/planta)
Ret
Tn7K 3.59+0.61 0.44 +0.20 163 £ 24 16.40 £ 2.57
RetAcelAB | ;00,013 | 049+0.14 | 184416 | 21.83+1.75
Tn7Km
LRt 3.29+0.32 0.43+0.16 160 + 19 17.65+1.93
Tn7Km
Lzt 1.83 +£0.24 0.31 +£0.06 79+9 4.54 +0.68"
Tn7pleD*Km i ' ) i
Ret AcelAB + ++
4 &
Tn7pleD*K 228 £0.11 0.48 +£0.03 149 +£ 12 12.90 £ 2.10
Ret AA Tt
o
Tn7pleD*K 2.32+0.16 0.38+ 0.04 108 £8 8.76 £ 0.85

1% 11 Diferencias estadisticamente significativas segin un test de Anova (p<0.05) entre las medias de
cada columna. Para el andlisis estadistico, los datos de las cepas con niveles fisiologicos de c-di-GMP
fueron analizados de forma independiente a los obtenidos por las cepas con elevados niveles de c-di-
GMP.
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Figura 2.9. Impacto de los polisacaridos celulosa y MLG sobre el establecimiento de la simbiosis R.
etli-judia. Aspecto de plantas de Phaseolus vulgaris var. Negro Jamapa inoculadas con cepas derivadas
de R. etli CFN42 carente de uno o ambos EPS, con y sin pleD*. Las imagenes fueron tomadas 29 dias
después de la inoculacion.

2.2.2.6. Observacion de bacteroides y cortes de nddulo al microscopio dptico

Para profundizar un poco mas en los posibles efectos del c-di-GMP y en particular
la superproduccion de EPS, sobre el desarrollo de los nddulos, se realiz6 un estudio
microscopico que consistid en la visualizacion de bacteroides y la organizacion
histologica de nddulos al microscopio Optico. Se emplearon nodulos formados por cepas
mini-Tn7 productoras y no productoras de celulosa y MLG, con y sin PleD*. Se
diferencié ademas entre dos tipos de nddulos en relacion a su posicion en la raiz: i) zona
A, nddulos cercanos al cuello o corona de la raiz, generalmente situados sobre la raiz
principal, que son los formados mas tempranamente y por tanto de mayor edad; y ii)
zona I, nodulos alejados de la corona, algunos sobre la raiz principal pero sobre todo en
raices secundarias, cuya formacion es posterior, en algunos casos no completamente
maduros (Fig. 2.10 A).

El azul de toluidina es un colorante basico que tifie estructuras acidas como los
acidos nucleicos, siendo util para la visualizacion de las células vegetales infectadas por
rizobios, dando un color azul caracteristico. En la figura 2.10 B podemos observar
cortes representativos de nddulos infectados por las cepas de Ret delecionadas en el
operon de la celulosa, el doble mutante y sus respectivas cepas parentales con y sin

pleD*.
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Figura 2.10. Organizacion histolégica de nddulos de judia infectados por cepas de R. etli con altos
niveles de c-di-GMP. A) Esquema representativo donde se indican las dos zonas de procedencia de los
nddulos, A (corona de la raiz) e I (alejados de la corona). B) Secciones (1 pm) de nodulos de judia de 29
dias, infectados por las cepas indicadas, tefiidos con azul de toluidina; iz, zona de infeccidn; cx, células
del cortex; v, haces vasculares. Las barras indican la escala, 500 pm.

Los cortes semifinos de nodulos infectados por la cepa control Ret Tn7Km,
mostraron un desarrollo normal, donde toda la zona central del nodulo (zona de
infeccion, iz) se encuentra ocupada principalmente por células vegetales cargadas de
bacteroides (tefiidas de azul intenso), con algunas células no infectadas, generalmente
de menor tamafio, que aparecen sin tefiir. Rodeando a esta zona encontramos células del
cortex (cx) y haces vasculares (v). Lo mismo ocurria en los nddulos infectados por la
cepas Ret AcelAB Tn7Km y Ret AA Tn7Km, tanto de la zona A como de la zona 1. Sin
embargo, en los nodulos infectados por las cepas que expresaban pleD*, el patron de

infeccion se encontraba alterado, ya que la zona central presentaba un mayor nimero de
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células no infectadas, quedando grandes zonas sin tefiir (Fig. 2.10 B). Ademas, en estos
nddulos se podian observar una distribucion menos uniforme de las células infectadas y
las intersticiales, con una distribucion de las células infectadas en sectores separados por
grupos de células no infectadas. Sorprendentemente, este patron de distribucion en
sectores se vio acentuado en los nddulos formados por las cepas mutantes para celulosa
y MLG. De esta forma, las alteraciones mas evidentes las encontramos en los ndédulos
infectados por la cepa Ret AA Tn7pleD*Km, en los que los sectores de células
infectadas eran de menor tamafio y mas distantes entre si, separados por numerosas
células no infectadas (Fig. 2.10 B).

Para la observacion de los bacteroides, nddulos frescos se cortaron sobre un
portaobjetos con una cuchilla metalica y los bacteroides liberados fueron tefiidos con el
fluoréforo SYTO 13, el cual se une de forma especifica a acidos nucléicos. Como se
aprecia en la figura 2.11, todos los bacteroides de las seis cepas analizadas mostraron la

misma morfologia de bacilo, tipica de los bacteroides de Ret.

Tn 7pleD*Km

Figura 2.11. Bacteroides aislados de nédulos infectados por las cepas derivadas de Ret CFN42. Los
bacteroides fueron tefiidos con SYTO 13 y observados en un microscopio de fluorescencia. Las barras
indican la escala, 10 pm.

2.3. Impacto del c-di-GMP en el transcriptoma de Rhizobium etli CEN42

La sobreproduccion de celulosa y MLG en respuesta a elevados niveles de c-di-
GMP, no son los responsables de la menor eficiencia simbidtica observada en la
interaccion simbidtica Ret-judia. Con el objetivo de conocer posibles cambios en la
expresion génica de Ret producidos por elevados niveles de c-di-GMP, se compararon

los transcritos de las cepas Ret AcelAB Tn7pleD*Km (altos niveles de c-di-GMP) y Ret
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AcelAB Tn7Km (niveles fisiologicos de c-di-GMP). Se emplearon microarrays del
genoma completo de R. etli CFN42 desarrollados en el Instituto de Fisiologia Celular de
la Universidad Nacional Auténoma de México (Salazar et al., 2010), en donde estan
representados los 6.034 marcos de lectura abierta identificados en el genoma de esta
bacteria.

Empleando el criterio de seleccion de Z-score >1.5, se observo que los elevados
niveles de c-di-GMP producidos por la sobreexpresion de la DGC PleD* desde el
genoma, alteran la expresion de un total de 77 genes, de los cuales 67 mostraron
expresion disminuida en presencia de altos niveles de c-di-GMP y solo 10 genes
mostraban niveles de expresion superiores a los de la cepa control, con niveles
fisiologicos de este segundo mensajero (Fig. 2.12). El bajo niimero de genes con
expresion cambiante indicaba que el c-di-GMP parece tener un efecto menor sobre el

transcriptoma de R. etli.

GENES INDUCIDOS GENES REPRIMIDOS

Réplica 1 Réplica 1

N $%

Réplica 2 Réplica 3 Réplica 2 Réplica 3

Figura 2.12. Genes diferencialmente expresados en presencia de altos niveles de c-di-GMP. En cada
diagrama de Venn se recoge el nimero de genes inducidos (izquierda) y reprimidos (derecha) en cada
replica bioldgica, en presencia de altos niveles de c-di-GMP en comparacion con niveles fisiologicos de
este segundo mensajero.

En la tabla 2.2 se muestra todos los genes identificados como diferencialmente
expresados en las tres replicas biologicas, con el valor medio del Z-score obtenido. Un
valor negativo de Z-score significa reduccion del nimero de transcritos, mientras que un

valor positivo indicaria aumento.
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Tabla 2.2. Genes diferencialmente expresados en respuesta a elevados niveles
intracelulares de c-di-GMP.

- Valor medio
Gen Funcion
de Z-score
RHE CH00044 Proteina hipotética -2,49
RHE CHO00076 D-2-hidroxiacido dehidrogenasa -1,78
RHE CH00099 Proteina hipotética -2,91
RHE CHO00152 (ftsK1) Proteina de division celular -2,73
RHE CHO00160 Transportador ABC de fosfonato -2,01
RHE CHO00186 Proteina hipotética -2,53
RHE CH00209 Proteina de ensamblaje de pilus -2,22
RHE CHO00377 (olsA) 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa -2,04
RHE CHO00484 Transportador de prolina/glicina betaina ABC, 2.39
- permeasa

RHE CH00496 Regulador transcripcional -2,50
RHE CHO00695 (agIR) Regulador transcripcional de tipo Lacl -2,32
RHE_CH00708 (mcpZcht) Proteina aceptora de metilo (methyl-accepting 225

chemotaxis protein)
RHE CHO00743 Proteina hipotética -2,10

NTP pirofosfohidrolasa de la familia
RHE CHO00806 MutT/NUDIX -2,10
RHE CHO00889 Proteina hipotética -2,41
RHE CHO01025 Proteina hipotética -2,65
RHE CHO01101 Pseudogen -2,32
RHE CHO01302 ADN polimerasa (bacteriophage type protein) -1,83
RHE CHO01380 Mureina transglicosilasa -2,09
RHE CHO01385 (relA) guanosina-3'5"-bis-3"-pirofosfohidrolasa -2,63
RHE CHO01437 (rpll) 508 proteina ribosomal L9 -1,97
RHE CHO01557 Transportador ABC de azicares, permeasa -3,32
RHE CHO01590 (hrm) Proteina de union al nucleoide -4,04
RHE CHO01598 Proteina hipotética -2,85
RHE CHO01729 Oxidorreductasa -2,18
RHE CHO01906 (clpS) Subunidad S de la proteasa Clp -2,57
RHE CHO01953 D-aminoacido aminotransferasa -1,70
RHE CHO01985 Proteina hipotética -2,05
RHE CHO02168 Transglutaminasa -2,08
RHE CH02203 Fosfoesterasa -2,41
RHE CHO02588 Pseudogen -2,23
RHE CH02658 Transportador ABC de azicares, permeasa -2,38
RHE_CH02750 (ugpEch) Transportador ABC sn-glicerol-3-fosfato, 2.16

permeasa
RHE CHO02827 Proteina aminopeptidasa P -2,25
RHE CHO02843 (ddl) D-alanina-D-alanina ligasa -2,42
RHE CH02877 Acil-CoA transferasa /L-carnitina dehidratasa -2,64
RHE CHO03130 (guaD) Guanina deaminasa -2,49
RHE CHO03146 Sensor de dos componentes, histidina quinasa -2,82
RHE CHO03153 Regulador transcripcional tipo AraC -2,10
RHE CHO03154 Transportador, permeasa -3,27
RHE CHO03235 (pssN) Proteina de exportacion de exopolisacarido -3,32
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Transportador ABC de nitrato/sulfonato,

RHE CHO03295 -2,30
- permeasa
RHE CH03528 Transportador, permeasa -2,22
RHE CHO03707 Transportador ABC de azicares, permeasa -1,73
RHE CHO03741 (nuoF2) NADH-ubiquinona oxidorreductasa cadena F -1,58
RHE CH03780 Transportador de cationes -3,34
RHE CHO03785 (alkA) ADN-3-metil-adenina glicosidasa II -1,99
RHE CHO03882 (IpdAch2) | Dihidrolipoamida dehidrogenasa -2,38
RHE CHO03939 Transportador ABC, permeasa -2,23
RHE CH04012 (mtgA) Peptidoglicano transglicosilasa -2,34
RHE CH04020 Proteina hipotética -2,14
RHE PC00134 Regulador transcripcional tipo Cro/CI -2,23
RHE PCO00155 Proteina hipotética -2,34
RHE PC00183 Transportador ABC de aminoacidos, permeasa -2,66
RHE PC00188 Proteina hipotética -2,05
RHE PD00047 Proteina hipotética -2,04
RHE PD00198 (nifN) Nitrogenasa (cofactor molibdeno) -1,66
RHE PE00031 Transportador ABC permeasa -2,28
RHE PE00177 Adenilato ciclasa -1,99
RHE PE00199 Acetiltransferasa -2,86
RHE PE00318 Proteina hipotética -2,38
RHE PF00177 Proteina hipotética -2,02
RHE PF00191 Transportador ABC de aminoacidos, permeasa -2,77
RHE PF00323 Fosfoglicerato mutasa 2,11
RHE PF00388 Dioxigenasa oxidorreductasa -2,70
RHE PF00389 Ferredoxina oxidorreductasa -2,25
RHE PF00537 Proteina hipotética -1,74
RHE CH00410 Proteina hipotética 2,17
RHE CHO00492 Tre-lflsportador ABC de azucares, proteina de 1,78
- union a sustrato
RHE CHO01246 Proteina hipotética 1,94
RHE_CHO01832 (secD2) Is’zc():‘;;ina bifuncional, translocasa subunidad 1.63
RHE CH02752 Traspprtador .ABC de sn-glicerol-3-fosfato, 2.13
- proteina de unidn a sustrato
RHE CHO03501 Proteina de sintesis de fenazina 1,89
RHE CHO03841 Proteina hipotética 2,05
RHE PA00137 Transposasa 1,70
RHE PB00081 Tiamina FAD oxidorreductasa 1,81
RHE PD00121 GTP ciclohidrolasa II 1,54

De los 67 genes reprimidos, 16 de ellos se localizan en los plasmidos simbidticos

p42c, p42d, p42e y p42f, siendo este ultimo el mas representado con 6 genes

reprimidos. El resto de los 51 genes reprimidos son cromosémicos. De los 10 genes

sobreexpresados en presencia de elevados niveles de c-di-GMP, 7 tienen localizacién

cromosoOmica y 3 se encuentran en plasmidos.
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Teniendo en cuenta el porcentaje de genes de Ret distribuidos en los distintos
replicones (53% cromosoma y 47% en los 6 plasmidos), el andlisis transcriptomico
revela que elevados niveles de c-di-GMP principalmente alteran la expresion de genes
cromosodmicos, ya que encontramos un 75.3% de genes cromosdmicos diferencialmente
expresados frente al 24.6% de genes plasmidicos.

Al agrupar los 77 genes diferencialmente expresados en las categorias funcionales
recogidas en la base de datos COG “Clusters of Orthologous Groups of proteins”
(Tatusov et al., 2000), observamos que existe un elevado nimero de genes que no
pertenecen a ninguna categoria funcional o su funcién es desconocida (Fig. 2.13), lo que
limita la posible comprension del efecto del c-di-GMP sobre la fisiologia de esta
bacteria. Ademas, entre los genes reprimidos encontramos mayor representacion de
genes que estan implicados en el transporte y metabolismo de aminodcidos y

carbohidratos (Fig. 2.13).

No COG B Genes reprimidos

Funcién desconocida I Genes inducidos
Funcién general predicha

Metabolitos secundarios

Transporte y metabolismo de iones inorganicos
Transporte y metabolismo de lipidos
Transporte y metabolismo de coenzimas
Transporte y metabolismo de nucledtidos
Transporte y metabolismo de aminoacidos
Transporte y metabolismo de carbohidratos
Produccion de energia

Trafico intracelular, secrecion

Motilidad

Pared celular, membranas

Mecanismos de traduccion de senales

Control del cliclo celular, division

Replicacion, recombinacién y reparacion

Transcripcién

Traduccion, estructuras ribosomales

14 12 10 8 6 4 2 0 2 4

Figura 2.13. Clasificacién en categorias funcionales de los genes diferencialmente expresados en
presencia de altos niveles de c-di-GMP. Las categorias funcionales se han establecido de acuerdo a la
base de datos COG. En rojo se representan los genes reprimidos mientras que en verde se muestran los
genes inducidos por c-di-GMP.

Como se ha observado en el capitulo 1 de esta tesis doctoral, el c-di-GMP regula
de forma negativa distintos tipos de motilidad bacteriana, por lo que llama la atencion el

hecho de que no haya aparecido ningun gen flagelar controlado negativamente por c-di-
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GMP a nivel transcripcional. Solo encontramos un gen que interviene en quimiotaxis,
RHE_CHO00708 (mcpZchl) que codifica una proteina aceptora de grupos metilo (MCP)
con un dominio sensor HAMP (Histidine kinases, Adenyl cyclases, Methyl-accepting
proteins and Phosphatases) (Aravind & Ponting, 1999).

Entre los genes con mayores niveles de represion por la presencia de elevados
niveles de ¢-di-GMP, encontramos el gen RHE CHO01590 (hrm) que codifica para una
proteina de unioén al DNA, que en E. coli interviene en la condensacion del cromosoma,
ejerciendo una funcion similar a las histonas eucariotas (Hubscher et al., 1980). Otro de
los genes reprimidos a destacar es RHE CHO03235 (pssN), implicado en la secrecion del
EPS acido, formando complejos en la membrana externa con PssO y PssP (Marczak et
al., 2013). Ademas de esta proteina implicada en la exportacion de EPS, encontramos
otros 15 genes mas que actian como transportadores de distintas moléculas, entre los
cuales 11 son transportadores de tipo ABC de aztcares, aminoacidos, nitrato/sulfonato y
glicerol 3-fosfato, entre otros. Ademas de los transportadores ABC, hay una proteina
(RHE CH00209) codificada dentro de un largo operon de genes (RHE CH00202-
RHE CHO00211), muy conservado en Rhizobiales, con posible implicacion en la
formacion y secrecion de pili. Estos datos indican que el c-di-GMP podria estar
regulando a nivel transcripcional el transporte de diversas sustancias a través de la
membrana celular.

Entre los genes que aparecieron reprimidos con altos niveles de c-di-GMP, cabe
destacar varios implicados en funciones de sefializacion y transduccion de sefiales como
RHE CHO03146 que codifica una histidina quinasa, RHE PE00177 que codifica para
una hipotética adenilato ciclasa que sintetiza el segundo mensajero AMPc y el gen
RHE CHO1385 (relA) implicada en la formacion de la “alarmona” ppGpp (Kalia et al.,
2013). Otro dato llamativo fue encontrar un gen de fijacion de nitrégeno nifN, reprimido
en presencia de c-di-GMP. Este gen se encuentra en el pldsmido simbidtico p42d y su
producto NifN estd implicado en la formacion del cofactor FeMoCo de la nitrogenasa
(Aguilar et al., 1987). Varios reguladores transcripcionales también han aparecido
expresados diferencialmente, RHE CH00496 de la familia GntR, RHE CHO03153 de
tipo AraC, RHE PC00134 de la familia Cro/CI y RHE CHO00695 (agIR) de tipo Lacl.

Entre los 10 genes que aparecieron regulados positivamente en respuesta a

elevados niveles de c-di-GMP, encontramos 3 proteina hipotéticas: RHE CH00410
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(que podria actuar como endonucleasa), RHE CHO03841 (posible glicosil hidrolasa) y
RHE CHO1246 (de funcién desconocida), ademds de wuna transposasa
(RHE PAO00137), que no arrojan informacion significativa acerca de la regulacion
transcripcional por c-di-GMP en Ret. Sin embargo, cabe resaltar la presencia de 3 genes
implicados en el transporte de moléculas a través de las envueltas celulares,
RHE CHO00492 y RHE CHO02752, que codifican para transportadores de tipo ABC y
RHE CHO01832 que presenta dominios SecD SecF y podria estar implicada en el
transporte de alguna sustancia, por lo que de nuevo se refuerza la idea de la regulacion
por c-di-GMP del trafico de moléculas a través de la membrana. Los tres genes
restantes que aparecieron como inducidos en presencia de c-di-GMP fueron
RHE CHO03501, un gen bastante conservado en rizobios que presenta un dominio PhzF
(IPR003719; (Blankenfeldt et al., 2004), caracteristico de la proteina PhzF de P.
fluorescens implicada en la biosintesis de fenazinas; RHE PB00081, anotado como
thiO y con posible implicacion en la sintesis de tiamina; y RHE PD00121 que codifica
para una posible enzima bifuncional RibBA, con actividades 3,4-dihidroxi-2-butanona-
4-fosfato (DHBP) sintasa y GTP ciclohidrolasa II, que cataliza los primeros pasos de la
sintesis de riboflavina. En S. meliloti, esta vitamina juega un papel importante durante la
colonizacion de las raices de alfalfa (Yurgel et al., 2014).

Los microarrays deben de ser validados por una tecnologia independiente. Para
ello, se seleccionaron algunos de los genes con expresion diferencial identificados en el
microarray, y tras una nueva extraccion de ARN en las mismas condiciones de cultivo y
una posterior sintesis de ADNc mediante reverso transcripcion, se procedié a comprobar
la expresion génica mediante PCR en tiempo real.

Como representantes de genes inducidos en altas concentraciones intracelulares de
c-di-GMP, se eligieron los genes RHE PD00121 y RHE PDO00114. Este ultimo no
aparecio en los microarrays, pero junto con RHE PDO00121 podria formar parte de un
oper6n implicado en la biosintesis de riboflavina exclusivo de la especie R. etli y otros
simbiontes de judia como R. tropici y R. gallicum. También se escogieron los genes
RHE CHO03501 y RHE CHO1832, ambos muy conservados en Rhizobium,
Sinorhizobium y Agrobacterium. Ademas se escogieron los genes RHE PE00306 y

RHE PEO00314, que aparecieron inducidos en dos de las tres réplicas realizadas. Ambos
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genes forman parte de un operén posiblemente implicado en la formacion de estructuras
tipo pili.

Los genes escogidos entre los reprimidos por altos niveles de c-di-GMP fueron
RHE CHO01590 (hrm) que codifica para una proteina de union al ADN tipo histona que
se encuentra muy conservada en bacterias, RHE CHO03235 (pssN) que codifica una
proteina que interviene en el transporte de EPS y es exclusiva del género Rhizobium, el
gen RHE CHO1385 (relA) cuyo producto cataliza la formacion de ppGpp, y por tltimo
RHE CHO03153 que codifica un regulador transcripcional, y que podria formar operon
con el gen RHE CHO03154 que también aparecidé como reprimido por c-di-GMP en los
experimentos con microarrays, y que codifica para un posible transportador del tipo

MFS (Major Facilitator Superfamily).

5, RHE_CHO03501
(1.89)
o ' N L _BREN _NREN BB BN
1 RHE_PE00306 RHE_CHO1832 RHE_CHO03235 RHE_CH03153
92 (pssN) (-2.10)
(1.96) (1.92) i35 &
-104 RHE cH1590 (332)  pup cHo1ass
(4.04) (rela)
| (-2.63)
RHE_PD00121 RHE_PE00314
(1.54)
-20 (1.96)

-30° RHE_PD00114

N° veces diferencialmente expresados

Figura 2.14. Determinacion, mediante RT-PCR, de la expresion diferencial de algunos genes en
respuesta a altos niveles de c-di-GMP. Se emplearon las cepas Ret AcelAB Tn7pleD*Km y Ret AcelAB
Tn7Km crecidas en las mismas condiciones que para los experimentos con microarrays, para la
extraccion del ARN y posterior reverso transcripcion. Se indican los genes seleccionados y entre
paréntesis se muestra el valor de Z-score medio que se obtuvo en los experimentos con microarrays. Las
barras indican la media de tres réplicas biologicas.

En la figura 2.14 se observa que de los seis genes elegidos entre los que
aparecieron sobreexpresados en altos niveles de c-di-GMP, solo el gen RHE CHO03501
se confirmd mediante RT-PCR, aunque los niveles de cambio no fueron muy elevados.
Por el contrario, el resto de genes mostraron una significativa reduccioén de sus niveles
de transcritos en presencia de altos niveles de c-di-GMP, resultado que contradecia los
datos obtenidos con microarrays.

Por otro lado, los cuatro genes elegidos entre los reprimidos fueron todos

confirmados mediante esta técnica independiente, mostrando en todos los casos unos
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valores de disminucion de transcritos similares a los obtenidos en los microarrays (Fig.
2.14). Asi pues, los altos niveles de c-di-GMP estarian principalmente reduciendo la
expresion de un nimero limitado de genes, muchos de ellos implicados en transporte de

sustancias a través de las membranas celulares.
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DISCUSION CAPITULO Il

Como se ha descrito en el capitulo I, el incremento artificial de los niveles de c-di-

GMP por la sobreexpresion de la DGC PleD* en diferentes bacterias que interaccionan
con plantas, provoca una serie de cambios fenotipicos en vida libre como son la
inhibicion de distintos tipos de motilidad, el incremento de la produccion de EPS, de la
formacion de biopeliculas y de la floculacion bacteriana. Estas alteraciones causadas por
altos niveles intracelulares de c-di-GMP generan, ademas, un fuerte impacto en la
interaccion con la planta hospedadora. De esta manera, y de forma general, por un lado
parecen verse favorecidas las etapas iniciales de la interaccion (adhesion), mientras que
la eficiencia simbidtica se ve perjudicada (Pérez-Mendoza et al., 2014). Entre las
interacciones estudiadas, la interaccion simbidtica mas afectada fue la de R. etli (Ret)-P.
vulgaris (judia), por lo que en este capitulo hemos abordado un estudio mas detallado de
esta interaccion. Ademas, la sobreproduccion de EPS fue uno de los fenotipos en vida
libre mas destacados en presencia de elevados niveles de c-di-GMP, siendo ademas los
EPS unas macromoléculas cruciales en las interacciones rizobio-leguminosa (Becker et
al., 2002; Fraysse et al., 2003).

Ret puede producir al menos tres EPS diferentes cuya sintesis en otras bacterias
estd regulada por el segundo mensajero c-di-GMP: celulosa, MLG y UPP. La
regulacion alostérica por c-di-GMP de la produccion de celulosa es bien conocida en
numerosas bacterias (Fujiwara et al., 2013; Morgan et al., 2014; Omadjela et al., 2013;
Ross et al., 1987). Ademas en bacterias filogenéticamente cercanas a Ret como R.
leguminosarum (Rle) y A. tumefaciens (Atu), las DGC homologas a PleD, CelR2 y
CelR respectivamente, son las encargadas de suministrar el c-di-GMP a la celulosa
sintasa activando la produccion de celulosa (Ausmees et al., 1999; Barnhart et al.,
2013). Nuestros resultados sugieren que en R. etli la regulacion de la celulosa sintasa es
similar a la mayoria de bacterias, activada por c-di-GMP.

En cuanto al MLG producido por R. etli, se pudo comprobar que su estructura es
igual al de S. meliloti 8530 (total alternancia de enlaces B (1-3) y B (1-4)). Ademas,
estudios de expresion revelaron una discreta regulacion transcripcional a través del c-di-
GMP del operon bgsAB, por lo que la activacion de este nuevo EPS por diguanilato

ciclico estaria principalmente regulada a nivel posttranscripcional, probablemente por la
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unién del c-di-GMP al dominio C-terminal de BgsA, como ocurre en S. meliloti (Pérez-
Mendoza et al., 2015).

La regulacion por c-di-GMP del UPP en Atu ha sido descrita recientemente (Xu et
al., 2013), por lo que su estudio en Ret no estuvo entre los objetivos iniciales de esta
tesis doctoral. Sin embargo, los genes encargados de la sintesis del UPP o glucomanano
se encuentran muy conservados en bacterias de los géneros Rhizobium, Sinorhizobium,
Agrobacterium y Mesorhizobium. Por el contrario, estos genes no estan presentes en
otros patdogenos de animales pertenecientes al orden Rhizobiales, como Brucella. Por
este motivo, se ha sugerido que el UPP solamente jugaria un papel en aquellas bacterias
que interaccionan con plantas (Williams et al., 2008). Ademas de los mecanismos de su
probable regulacion por c-di-GMP, por el momento desconocidos, serd también de
interés explorar si el UPP producido por distintas bacterias tiene la misma estructura en
todas ellas (Pérez-Mendoza & Sanjuén, 2016).

Las colonias de A. tumefaciens cuando sobreexpresan la DGC PleD nativa, se
tiien con CR debido a la sobreproduccion de celulosa y UPP, y ambos EPS son los
responsables de dicha tincion, por lo que mutantes para uno u otro EPS siguen
formando colonias rojas en dichos medios (Xu et al., 2013). En el caso de Ret, la
caracterizacion fenotipica de los distintos mutantes para celulosa, MLG o ambos, indicé
que, en presencia de altos niveles de c-di-GMP, la celulosa y el MLG son los EPS que
mayoritariamente contribuyen a los fenotipos CR” y CF'. Ambos EPS contribuyen de
forma sinérgica, y solo la pérdida de ambos EPS provoca la incapacidad de formar
colonias rojas en presencia de CR, o fluorescentes en presencia de CF. Aunque tal y
como se ha indicado anteriormente en esta tesis no se ha estudiado la regulacion de la
produccion de UPP en Ret, el fenotipo CR™ observado en el doble mutante bajo altos
niveles de c-di-GMP (Ret AA Tn7pleD*Km), indica la ausencia de produccion
significativa de UPP bajo las condiciones ensayadas, o bien que se produce UPP con
una estructura diferente, lo que explicaria la ausencia de tincion con CR. Sin embargo,
el incremento de 2.5 veces en la fluorescencia por CF del doble mutante con altos
niveles de c-di-GMP (Ret AA Tn7pleD*Km) en relacion a la cepa silvestre, apunta a la
existencia de uno o varios EPS adicionales, cuya produccion también estaria estimulada

por c-di-GMP.
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El uso de diferentes mutantes de Ret nos han permitido determinar los EPS
responsables de determinados fenotipos observados en presencia de altos niveles de c-
di-GMP. Asi hemos podido determinar que la celulosa es el principal EPS implicado en
la formacion de floculos por Ret en respuesta a un incremento de los niveles de c-di-
GMP. Este EPS es secretado en forma de microfibrillas en Rhizobium y Agrobacterium,
emergiendo desde distintos puntos de la superficie bacteriana, generando un entramado
que engloba las bacterias y permite la formacion de floculos de diferentes tamafios
(Deinema & Zevenhuizen, 1971; Matthysse, 1983). Ademas de la formacion de
floculos, el incremento de la produccion de EPS por altos niveles de ¢-di-GMP da lugar
a un aumento de la capacidad de formacion de biopeliculas. La construccion de
mutantes en celulosa y MLG nos ha permitido concluir que la celulosa estaria implicada
en la adhesion de Ret a superficies abidticas (poliestireno) en presencia de elevadas
concentraciones de c-di-GMP, mientras que el MLG no tendria un papel relevante, al
menos en las condiciones ensayadas. Es de destacar que en A. tumefaciens la
floculaciéon y formacion de biopeliculas inducidas por c-di-GMP es debida a la
produccion de ambos polisacaridos, celulosa y UPP (Xu et al., 2013). En el caso de S.
meliloti 2011, que carece de celulosa y tampoco produce MLG (por ser ExpR’), los
aumentos en la agregacion y formacion de biopeliculas debidos a altos niveles de c-di-
GMP parecen ser debidos principalmente al UPP (Schéper et al., 2016). Nuestros
resultados sugieren de nuevo que la regulacion y/o la estructura del UPP de Ret pueden
ser diferentes, ya que no parece haber una produccion significativa de UPP en presencia
de altos niveles de c-di-GMP. Aunque también pudiera ser debido a la interaccion con
otros EPS. Por ejemplo, en Sme 2011 el UPP parece tomar mas protagonismo en
ausencia de produccion de EPSI y EPSII (Schéper et al., 2016). Alternativamente,
también existe la posibilidad de que las diferencias entre R. etli y otras bacterias como
A. tumefaciens sean debidas a la fuente productora de c-di-GMP. Diversos autores han
observado que no existe una correlacion directa entre niveles de c-di-GMP e intensidad
de expresion de ciertos fenotipos, asi como que la expresion fenotipica puede variar
dependiendo de la DGC productora del ¢-di-GMP (Romling et al., 2013). Por ejemplo,
tanto en la cepa 1021 (ExpR’) como en la cepa 8530 (ExpR") de Sme, el c-di-GMP

producido por la DGC PleD* no permite la visualizacion de la formacion de UPP; sin

179



Discusion capitulo 11

embargo la producciéon de este UPP parece muy evidente en la cepa 2011 (ExpR")
sobreexpresando la proteina PleD nativa (Schéper et al., 2016).

Por otro lado, la celulosa, pero no el MLG, contribuye parcialmente a la adhesion
de Ret a raices de judia, pues tanto el mutante en celulosa como el doble mutante Cel
MLG’, a pesar de ser significativamente menos competitivos que la cepa parental, aun
presentan una importante capacidad de uniéon a raices de judia. Estos resultados
contrastan con los observados en Sme 8530, bacteria en la que, en ausencia de celulosa,
el MLG toma protagonismo en la adhesion a las raices de alfalfa (Pérez-Mendoza et al.,
2015). Nuestros resultados sugieren que R. etli, tanto en niveles fisioldogicos como
elevados de c-di-GMP, utiliza otros componentes, ademas de la celulosa o el MLG, para
adherirse a raices de judia.

En los rizobios y en otra bacterias se ha propuesto un modelo de interaccion con
las raices de sus plantas hospedadoras en dos etapas (Rodriguez-Navarro et al., 2007).
Una etapa inicial, de unién débil y reversible mediada por polisacaridos de superficie,
adhesinas bacterianas dependientes de calcio (rhicadesinas) y por lectinas de la planta
(Smit et al., 1987) . No obstante, los genes para rhicadhesinas no han sido todavia
identificados, en cambio se han descrito las proteinas Rap, que en realidad son un tipo
de lectina pues unen especificamente carbohidratos (Abdian et al., 2013; Ausmees et
al., 2001a). En esta etapa participaria el glucomanano o UPP, el tinico EPS de Rle capaz
de unir las lectinas de guisante y veza en condiciones ligeramente acidas (Laus et al.,
2006; Williams et al., 2008). En una segunda etapa, se estableceria una adhesion mas
fuerte e irreversible, en la que intervendrian EPS como la celulosa, a través de la
formacion de agregados en el extremo de los pelos radicales o cap formation
(Rodriguez-Navarro et al., 2007; Smit et al., 1992). En Sme, que no produce celulosa, el
MLG participa en la adhesion de esta bacteria a raices de alfalfa, aunque no se ha
descrito en qué etapa participa (Pérez-Mendoza et al., 2015).

Ademas, los rizobios han desarrollado dos estrategias adaptativas para poder
adherirse a las raices de leguminosas dependiendo del pH del medio. En condiciones
acidas, el mecanismo que predomina es el mediado por lectinas de la planta y el
glucomanano, mientras que en condiciones alcalinas el mecanismo de adhesion
predominante seria a través de las ricadhesinas (Laus et al., 2006). En nuestras

condiciones experimentales (pH 7.5), la participacion del glucomanano en la adhesion a
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raices de judia estaria limitada, sugiriendo la implicacion de ricadhesinas u otros
mecanismos de adhesion en Ret.

Con el objetivo de analizar el papel de los EPS celulosa y MLG durante la
interaccion simbiotica Ret-judia, se llevaron a cabo ensayos de infectividad de plantas
en jarras Leonard. Debido al espacio y tiempo requerido por los ensayos de plantas, se
decidio ensayar las cepas de Ret delecionadas en el operén de la celulosa y el doble
mutante con y sin PleD*. Con niveles fisioldgicos de c-di-GMP, la ausencia de los EPS
celulosa y MLG no tuvo ningun efecto significativo sobre la interaccion simbidtica Ret-
judia. En otras bacterias relacionadas filogenéticamente a Ret, mutantes en los genes
cel, tampoco presentan alteraciones en su interaccion con la planta. Asi en Rle, la
celulosa no es esencial para el establecimiento de una correcta simbiosis pero si
interviene en la formacion de biopeliculas en el extremo de pelos radicales o cap
formation (Laus et al., 2005; Smit et al., 1987). En el fitopatogeno Atu, la celulosa no
interviene en la virulencia de esta bacteria, ya que mutantes incapaces de producir
celulosa (cel’), son igual de virulentos que la cepa silvestre (Matthysse, 1983). De forma
contraria, mutantes de Rle y Atu que sobreproducen celulosa, ven incrementada la
adhesion a sus respectivas plantas hospedadoras a través de la formacion de densos
agregados, mientras que la capacidad de nodulacion (Rle) o de producir tumores (Atu)
permanece intacta (Matthysse et al., 2005; Smit et al., 1987).

En condiciones de elevados niveles de c-di-GMP, como se describi6 en el capitulo
anterior, la eficiencia simbiotica de R. etli se ve seriamente deteriorada. La ausencia de
celulosa parece permitir una recuperacion tanto en el nimero de ndédulos como en el
contenido de nitrégeno de la planta, en comparacion con la cepa parental Ret
Tn7pleD*Km. La simbiosis formada por el doble mutante también permiti6é una ligera
recuperacion en el contenido en nitrogeno de la planta, alcanzando unos valores
intermedios entre el mutante Cel y la cepa parental. Estos datos sugieren que la pérdida
de los EPS celulosa y MLG suponen una ventaja simbidtica en un contexto de elevadas
concentraciones de c-di-GMP. En consecuencia, al menos parte del efecto negativo de
los altos niveles de c-di-GMP serian debidos a cambios en la bacteria distintos de la
sobreproduccion de celulosa y MLG.

Con el objetivo de determinar el papel de los EPS celulosa y MLG en presencia

de niveles fisiologicos y elevados de c-di-GMP durante las etapas posteriores de la
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interaccion Ret-judia, se analiz6 la morfologia microscépica de noddulos infectados por
las cepas de Ret delecionadas en el operon de la celulosa y del doble mutante. En
aquellos nddulos infectados por cepas que no expresan pleD*, la ausencia de celulosa y
MLG no producia ninguna alteracion evidente de la morfologia ni el desarrollo nodular.
Sin embargo, en presencia de elevados niveles de c-di-GMP, la mayor parte de los
nddulos de la cepa parental Ret Tn7pleD*Km presentaban menor cantidad de células
vegetales infectadas, que ademas se localizaban formando grupos o lobulos rodeados de
células no infectadas. Esta situacion estaba ligeramente acentuada en el mutante en
celulosa, pero fue mucho mas evidente en el doble mutante, en cuyos nddulos se
observaron grupos aislados de células infectadas. Estas anomalias hacen pensar en una
posible alteracion en el patron de infeccion que provocaria un retraso en la invasion de
las células corticales del nddulo.

La invasion de las células vegetales del nédulo por parte de los rizobios comienza
con la formacion de un canal de infeccion; una estructura tubular formada por la
invaginacion de la pared y la membrana plasmatica de la célula vegetal en donde las
bacterias se dividen (Gage, 2002). El canal de infeccion atraviesa el citoplasma de las
células del cortex a través de unos puentes citoplasmaticos y se va ramificando a la vez
que se adentra en el primordio nodular, para asegurar un mayor nimero de células
infectadas (Gage, 2004; Monahan-Giovanelli et al., 2006). Una vez liberadas las
bacterias en el citoplasma en un proceso que semeja la endocitosis, estas comienzan a
diferenciarse en bacteroides fijadores de nitrégeno. Las alteraciones observadas en los
nodulos infectados por los mutantes en celulosa y MLG en presencia de elevados
niveles de c-di-GMP podrian ser explicados por una inadecuada o insuficiente
ramificacion de los canales de infeccion, lo que se traduciria en una distribucion
sectorizada de las células infectadas. Las alteraciones mdas graves presentadas por el
doble mutante indicarian un papel del MLG durante la formacion de los canales de
infeccion o en etapas posteriores de colonizacion y desarrollo del nodulo. No obstante,
son necesarios mas estudios microscopicos, particularmente con nodulos de distinta
edad y nivel de desarrollo, empleando ademas las cepas mutantes en bgSA, para
determinar con mayor certeza las alteraciones observadas.

Nuestros datos indican que la sobreproduccion de celulosa y MLG en respuesta a

elevados niveles de c-di-GMP, no son los unicos responsables de la menor eficiencia
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simbidtica observada en la cepa Ret Tn7pleD*Km, sugiriendo que el c-di-GMP podria
estar causando otros efectos en la bacteria que determinan una menor capacidad de
nodulacion, infeccion y eficiencia simbidtica. Con el objetivo de determinar cambios en
la expresion génica provocados por altos niveles de c-di-GMP, realizamos un estudio
transcriptomico empleando las cepas Ret AcelAB Tn7pleD*Km y Ret AcelAB Tn7Km
para facilitar su manejo evitando la formacion de fléculos. Se obtuvieron un total de 77
genes diferencialmente expresados, de los cuales 10 se encontraban sobreexpresados y
67 reprimidos. Tomados globalmente, los datos indican que 1) el c-di-GMP no altera la
expresion de numerosos genes en Ret, por lo que su principal via de actuacion podria
ocurrir a nivel postranscripcional, y ii) los altos contenidos de c-di-GMP tienden a
reprimir, mas que activar, la expresion génica. Los genes diferencialmente expresados
por c-di-GMP, aun siendo un niimero relativamente pequefio, pertenecen a diversas
categorias funcionales. Solo se pudo constatar una particular abundancia de genes
implicados en transporte de diferentes moléculas. No obstante, estos datos deben ser
tomados con cautela puesto que la expresion diferencial de un buen nimero de genes en
presencia de alto c-di-GMP, no pudo ser corroborada mediante experimentos de RT-

PCR.
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ANEXOS CAPITULO II
2.1. Construccion del mutante celAB de Rhizobium etli CEN42

Para la obtencion de cepas incapaces de producir el polisacarido celulosa, se
decidio delecionar los genes celAB, ya que son los encargados de codificar las
subunidades cataliticas de la celulosa sintasa. Para ello, se empled una PCR solapante,
que consistio en la amplificacion en 2 etapas. En primer lugar, a partir de ADN
gendmico de la cepa silvestre R. etli CFN42, con los oligonucledtidos celAB-1 y cel AB-
2, se amplifico una region de 836 pb aguas arriba de la zona a delecionar. Con los
oligonucledtidos celAB-3 y celAB-4, se amplifico una region de 969 pb aguas abajo de
la region a delecionar. A continuacion, empleando como ADN molde los dos productos
anteriores y usando los oligonucledtidos celAB-1 y celAB-4 se llevdo a cabo otra
reaccion de PCR, obteniendo como resultado una deleccion de 3277 pb de los 4680 pb
que conforman la suma de los genes celA y celB (Fig. A2.1).

celAB-1: 5" AATCGGCAAGAGCAATCG 3’

celAB-2: 5"ATGGCGTCCGACGGCAATGAGTTCGC 3’
celAB-3: 5"TATTGCCGTCGGACGCCATCTTCATCGG 3’
celAB-4: 5"GTGCGGCTTGATGTTGG 3’

El producto de PCR de 1.8 Kb se clon6 en el vector pCR®-XL-TOPO® dando
lugar al vector TOPOAcelAB. Tras mandar a secuenciar y comprobar que no habia
errores en la secuencia, el fragmento de 1.9 Kb obtenido de la digestion con las enzimas
Xbal y HindIII se subclono en el plasmido suicida pK18mobsacB, obteniendo el vector
pK18AcelAB. Esta construccion se transfirio a R. etli CFN42 mediante conjugacion
biparental empleando la cepa S17.1 de E. coli para la obtencion de mutantes
delecionados en los genes celAB mediante intercambio alélico. Al tratarse de un vector
suicida no puede replicarse en Rhizobium, por lo que tras producirse un doble
intercambio alélico se seleccionaron colonias Km sensibles, que portaban la delecion y
ademas carecian del vector. Para ello se empleo la sensibilidad a sacarosa que confiere

el gen sacB del vector pK18mobsacB (Schéfer et al., 1994).
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celAB-1 celAB-2 celAB-3 celAB-4

Figura A2.1. Esquema representativo de la delecién del operdn de la celulosa. En la imagen superior
encontramos la organizaciéon de los genes que componen parte del operén de la celulosa, los
oligonucledtidos empleados, asi como los fragmentos obtenidos mediante PCR, aguas arriba y aguas
abajo del fragmento eliminado. En la imagen inferior se representa la delecion generada en los genes
celAB de R. etli CFN42 tras el intercambio alélico.

La deleccion fue comprobada mediante PCR, utilizando los oligonucle6tidos
celAB-1 y celAB-4, detectdndose un fragmento esperado de 1805 pb, frente a los 5082

en la cepa silvestre.

2.2. Construccion del mutante bgsA de Rhizobium etli CEN42

Para la obtencion de cepas incapaces de producir MLG, se decidi6 delecionar el
gen RHE PE00363 (bgsA), que codifica para la glicosiltransferasa implicada en su
sintesis.

En primer lugar, a partir de ADN gendomico de la cepa silvestre R. etli CFN42,
con la pareja de oligonucleotidos 363-1 y 363-2, se amplifico una region de 939 pb
aguas arriba de la zona a delecionar. Con los oligonucledtidos 363-3 y 363-4, se
amplifico una region de 808 pb aguas abajo de la region a delecionar. A continuacion,
empleando como ADN molde los dos productos anteriores y usando los
oligonucledtidos 363-1 y 363-4 se llevo a cabo la segunda reaccion de PCR, obteniendo
como resultado una deleccion de 1425 pb de los 1992 pb totales que tiene el gen bgsA
(Fig. A2.2).

363-1: CGACGGACAGAATGACG

363-2: TCGTTGGGTCAGTTCACGCTTGTCGC
363-3: CGTGAACTGACCCAACGACGAAGCAG
363-4: TACGGTTGCTGCGACAC

El producto de PCR de 1.7 Kb se clono en el vector pCR®-2.1-TOPO" dando

lugar al vector TOPOAbgsA. Tras mandar a secuenciar y comprobar que no habia
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errores en la secuencia, el fragmento de 1.8 Kb obtenido de la digestion con las enzimas
Xbal y HindlII se subcloné en el plasmido suicida pK18mobsacB, obteniendo el vector
pK18AbgsA. Esta construccion se transfirio a R. etli CFN42 mediante conjugacion
biparental empleando la cepa S17.1 de E. coli para la obtencion de mutantes
delecionados en el gen bgsA mediante intercambio alélico.

La deleccion fue comprobada mediante PCR, utilizando los oligonucleotidos 363-
1 y 363-4, detectandose el fragmento esperado de 1729 pb, frente al de 3172 de la cepa

silvestre.

363-1 363-2 363-3 363-4

939 pb 1425 pb 808 pb
%"p»{é""p_»%"p

bgsB bgsA _

bgsB

Figura A2.2. Esquema representativo de la delecion del gen bgsA. En la imagen superior encontramos
la organizacion de los genes que componen el operon del glucano de enlaces mixtos (MLG), los
oligonucledtidos utilizados, asi como los fragmentos obtenidos mediante PCR, aguas arriba y aguas abajo
del fragmento génico eliminado. En la imagen inferior se representa la delecion del gen bgsA de R. etli
CFN42 tras el intercambio alélico.

2.3. Construccién del doble mutante celAB /bgsA (AA) de Rhizobium etli
CFEN42

Para la obtencion de cepas que fueran incapaces de producir tanto el polisacarido

celulosa como el glucano de enlaces mixtos, se introdujo el vector suicida pK18AbgsA
en el fondo genético Ret AcelAB mediante conjugacion biparental con la cepa S17.1 de
E. coli. Tras el intercambio alélico se comprobé6 mediante PCR que dicha cepa era

portadora de las dos deleciones.
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3. Identificacion y caracterizacion de proteinas de Rhizobium etli
CEN42 capaces de unir c-di-GMP

En la mayoria de genomas de bacterias que interaccionan con plantas, es posible

identificar, por procedimientos bioinformaticos, un gran numero de proteinas con
dominios GGDEF y EAL o HD-GYP, hipotéticas diguanilato ciclasas (DGC) y
fosfodiesterasas (PDE), respectivamente, teéricamente implicadas en el metabolismo
(sintesis y degradacion) del segundo mensajero c-di-GMP. Esto contrasta con el
reducido niumero de hipotéticas proteinas efectoras, capaces de unir c-di-GMP, que esos
mismos procedimientos bioinformaticos pueden reconocer. En un simil utilizado por U.
Romling y colaboradores (2013), la situacion se asemeja a la de un ejéreito disfuncional
en el que existen mas oficiales dando 6rdenes (las enzimas que producen o degradan el
c-di-GMP), que soldados (las moléculas efectoras del c-di-GMP) ejecutando dichas
ordenes. Este hecho, junto con las multiples y variadas funciones controladas por el c-
di-GMP, lleva a pensar que la mayoria de efectores del c-di-GMP todavia estdn por
identificarse y caracterizarse.

Como se ha mencionado en la introduccion de esta tesis doctoral, entre las
moléculas efectoras conocidas, capaces de responder a cambios en los niveles
intracelulares de c-di-GMP, se encuentran: 1) proteinas con dominios PilZ (Amikam &
Galperin, 2006; Ryjenkov et al., 2006), ii) enzimas con dominios GGDEF o EAL
degenerados (Duerig et al., 2009) entre los que se podria incluir igualmente el
recientemente descubierto dominio GIL en la proteina BcsE (Fang et al., 2014), iii)
diferentes factores transcripcionales (Hickman & Harwood, 2008) y iv) las regiones no
codificantes de algunos ARN mensajeros, que presentan la capacidad de unir c-di-GMP
directamente en lo que se conoce como riboswitches o ribointerruptores (Hengge, 2010;
Sudarsan et al., 2008).

Las interacciones del c-di-GMP con moléculas de naturaleza tan variada son
indicativas de la gran flexibilidad operativa de este mensajero, lo que le permite
controlar funciones celulares a diferentes niveles: transcripcional, post-transcripcional y
post-traduccional. El c-di-GMP es capaz de regular la expresion génica, bien uniéndose
a reguladores transcripcionales o bien uniéndose directamente a moléculas de ARN.
Ademas, es capaz de controlar la actividad enzimatica de determinadas proteinas,

uniéndose directamente a ellas o uniéndose a proteinas coadyuvantes de la funcioén
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catalitica. Por otro lado, los dominios que unen c-di-GMP no estdn tan conservados
como los dominios de las enzimas metabolicas, por lo que su busqueda bioinformatica
se dificulta (Fang et al., 2014). Todo esto complica la busqueda ¢ identificacion de

nuevos efectores celulares para el c-di-GMP.

3.1. Metodologia para la identificacion de efectores celulares de c-di-GMP

Hasta el momento solo hay unos pocos trabajos centrados en la busqueda de
nuevas proteinas efectoras de forma masiva. Cada método emplea diferentes moléculas
para la captura e identificacion de proteinas efectoras, como pueden ser andlogos del c-
di-GMP marcados o sin marca y compuestos basados en el c-di-GMP con alguna
modificacion para facilitar la recuperacion de las proteinas capturadas. Dependiendo de
la molécula empleada se van a obtener distintos subconjuntos de proteinas, lo que
sugiere una alta variabilidad de resultados, por lo que es obligatorio el uso de técnicas
independientes para corroborar las posibles proteinas efectoras identificadas. A
continuacion se describen detalladamente las tres principales metodologias descritas

hasta el momento:

A B C
2°-AHC-c-di-GMP Compuesto de captura cdG-CC DRaCALA
o c-di-GMP
HN N P
?H HZN’kN‘ N> e " Grupo reactivo U —> O @
HO ‘g\o o) )\}_;u& m_\ Proteinas ~ No union Union
z L +
o O\ﬁ/o o] v 3 7 ligando marcado
NoN_NH, P HN=O "v}
T OH ?
N NH
o NH
[TTTTITITT?
sefarosa

Biotina é

Figura 3.1. Diferentes estrategias empleadas en la busqueda de proteinas efectoras que unen c-di-
GMP. A) Técnica descrita por Diivel et al., basada en una cromatografia de afinidad empleando el
analogo 2'-AHC-c-di-GMP (Biolog) unido covalentemente a sefarosa. B) Se emplea un compuesto tri-
funcional (cdG-CC) con grupos que presentan diferentes propiedades (afinidad, reactividad y aislamiento)
para la captura de proteinas efectoras (Nesper et al., 2012). C) Representacion esquematica del principio
de DRaCALA (Roelofs et al., 2011), donde la union del ligando marcado a la proteina presenta una sefial
diferente a cuando no hay una union especifica y el ligando marcado se moviliza por capilaridad.
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3.1.1. Cromatografia de afinidad: analogo del c-di-GMP acoplado a sefarosa

Uno de los primeros trabajos centrado en la busqueda de efectores fue el de Diivel
y colaboradores (Diivel et al., 2012), quienes describieron un método de cromatografia
de afinidad que emplea un analogo del c-di-GMP acoplado a sefarosa (2'-
aminohexilcarbamoil-c-di-GMP, 2'-AHC-c-di-GMP), para el aislamiento de proteinas
capaces de unir c-di-GMP (Fig. 3.1A). Para la identificacion de las proteinas se utilizo
espectrometria de masas. De esta forma se consiguieron identificar 128 posibles
proteinas efectoras, entre las que se encontraban 3 proteinas con dominios PilZ, 9
proteinas con dominios GGDEF y/o EAL y una proteina con dominio HD-GYP (Diivel
etal., 2012).

3.1.2. Cromatografia de afinidad: Compuesto trifuncional

Casi al mismo tiempo, el laboratorio de Urs Jenal (Basilea, Suiza) describi6é una
nueva aproximacioén para la busqueda de proteinas efectoras en los patdogenos P.
aeruginosa y Salmonella entérica serovar typhimurium (Nesper et al., 2012). Esta
técnica se basa en el empleo de un compuesto tri-funcional (cdG-CC) que presenta
diferentes propiedades reactivas (Fig. 3.1B). El compuesto estaria formado por una
molécula de c-di-GMP para la captura de proteinas especificas; a continuacidon, un
grupo sensible a la radiacion ultravioleta (UV) que forma nitreno altamente reactivo,
dando lugar a la formacion de enlaces covalentes en la proteina unida a la molécula de
c-di-GMP. Por ultimo, un grupo biotina facilita el aislamiento de las proteinas
capturadas mediante esferas magnéticas recubiertas de estreptavidina (Fig. 3.1B). Tras
espectrometria de masas, en P. aeruginosa se identificaron 65 posibles proteinas
efectoras, entre las cuales encontraron 4 proteinas con dominios PilZ, 6 proteinas con
dominios GGDEF y/o EAL y el regulador transcripcional FleQ (Nesper et al., 2012).
Posteriormente, esta técnica ha sido empleada con éxito para la busqueda de proteinas
efectoras en otras especies como P. fluorescens SBW25 (Trampari et al., 2015), el
depredador B. bacteriovorus (Rotem et al., 2016) o en el actinomiceto Streptomyces
venezuelae (Tschowri et al., 2014).

En comparacion con el trabajo de Diivel y colaboradores, solo se encontraron 11
proteinas coincidentes en ambos trabajos, de las cuales 6 eran proteinas con dominios

GGDEF o PilZ.
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3.1.3. Rastreo de proteinas efectoras mediante DRaCALA

Otro trabajo que describe la busqueda de proteinas efectoras de forma masiva en
E. coli, es el presentado por Fang y colaboradores, quienes utilizaron la técnica
DRaCALA (Differential Radial Capillarity Action of Ligand Assay) para rastrear
posibles proteinas efectoras en una libreria que sobreexpresa todas las proteinas
codificadas en el genoma de E.coli (Fang et al., 2014). DRaCALA se basa en la menor
difusion de pequeiios ligandos en membranas de nitrocelulosa, cuando estos se
encuentran unidos a proteinas efectoras. Si hay unién entre un ligando fluorescente o
marcado radiactivamente y una proteina, al colocar la mezcla de ambos sobre un filtro
de nitrocelulosa, estos se van a localizar justo donde se han depositado, sin embargo, si
no existe union, el ligando va a difundir por capilaridad junto con la fase liquida
(Roelofs et al., 2011) (Fig. 3.1C). Con esta rapida y sencilla técnica, pudieron
identificar tres proteinas efectoras en E. coli, entre las que se encontraba BcesE. Esta
proteina es necesaria para la maxima produccion de celulosa en esta bacteria. En este
trabajo identificaron en BcsE un nuevo dominio capaz de unir c-di-GMP al que
llamaron GIL (GGDEEF I-site like domain), ya que estructuralmente se asemeja al sitio |
(inhibitorio) de las diguanilato ciclasas (DGC).

Tanto los métodos de captura por afinidad como DRaCALA presentan una serie
de ventajas e inconvenientes. Aunque los métodos de captura permiten el aislamiento e
identificacion de efectores dentro de muestras complejas, como por ejemplo lisados
bacterianos en los que los efectores se encuentran en niveles fisiologicos (no sobre-
expresados), también generan muchos falsos positivos, bien mediante la unién
inespecifica de las proteinas a la sefarosa (método de Diivel et al.) o bien mediante la
captura de complejos proteicos donde solo una de las proteinas es la que une c-di-GMP
(método de Nesper et al.). DRaCALA presenta la ventaja de que es un método muy
rapido, pues permite el andlisis de posibles proteinas efectoras en el proteoma de
cualquier bacteria mediante estrategias de sobreexpresion sin necesidad de purificar las
proteinas. No obstante, DRaCALA presenta varios inconvenientes para la identificacion
de efectores de forma masiva, como es la necesidad de contar con una libreria gendmica
para la sobreexpresion de todas las proteinas codificadas en un genoma. Su uso, por
tanto, es mas frecuente en la corroboracion de hipotéticos candidatos identificados

previamente. Ademas, al igual que los métodos de captura, DRaCALA puede también
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dar lugar a la aparicion de falsos positivos y falsos negativos, sobre todo cuando se
emplean analogos de c-di-GMP fluorescentes (Fang et al., 2014).

Todos los posibles efectores obtenidos tanto por métodos de captura como por
DRaCALA, deben de ser posteriormente corroborados por otros métodos mas precisos

y sensibles.

3.2. Cromatografia de afinidad para la busgueda de nuevos efectores que
unan c-di-GMP en Rhizobium etli CEN42.

En el genoma de Ret se encuentran 3 genes que codifican para proteinas con
dominios PilZ, RHE CH02207, RHE CHO01767 y RHE CHO01542 (Prada-Ramirez,
2014). Salvo RHE CHO01542 que codifica para la celulosa sintasa CelA, cuyo dominio
PilZ esta documentado y caracterizado en otras especies bacterianas (Fujiwara et al.,
2013; Morgan et al., 2013; Omadjela et al., 2013), las 2 proteinas restantes son
proteinas hipotéticas de un tamafio reducido (alrededor de 100 aminoacidos), cuya
funcién aun se desconoce. La proteina RHE CHO1767 es homdloga (34% identidad) a
McrA de Sme, por lo que podria tener un papel en la regulacion de la motilidad
(Schéper et al., 2016). A esta lista de proteinas efectoras hay que afadir la proteina
BgsA de Ret (RHE PE00363) descrita en el capitulo 2 de esta tesis doctoral, cuya
actividad se encuentra regulada por c-di-GMP a pesar de no tener un dominio PilZ
consenso.

En Ret encontramos 35 proteinas con dominios GGDEF y/o EAL, de éstas, 21 son
proteinas con dominios GGDEF y EAL en tandem y 14 tendrian un dominio GGDEF.
Ademas, encontramos una proteina con dominio HD-GYP (RHE CHO03091). Este
elevado numero de proteinas metabdlicas del c-di-GMP contrasta con el escaso nimero
de proteinas efectoras reconocidas. La gran variedad de funciones bacterianas
controladas por el c-di-GMP, ademads, apunta a que deben existir nuevos y desconocidos
dominios proteicos, que respondan a c-di-GMP (Romling et al., 2013). Por ello
decidimos emprender la busqueda de nuevas proteinas efectoras en esta bacteria que
pudieran mediar en las respuestas celulares dependientes de c-di-GMP observadas en
esta tesis. Para ello se emple6 la metodologia descrita por Diivel y colaboradores (para

mas informacion ver apartado 3.2 de la seccion materiales y métodos).
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Se parti6 de tres cultivos independientes de Ret en fase exponencial tardia (DOggo
0.8-0.9). Tras romper las células empleando la prensa de French, los lisados se
incubaron con el andlogo 2'-AHC-c-di-GMP (Fig. 3.1A), unido covalentemente a
esferas de sefarosa. Como control de las uniones inespecificas a la sefarosa, en paralelo
se incubaron muestras de lisados con esferas de sefarosa no modificada. Tras dos horas
de incubacion a 4°C y 6 lavados con tampon PBS, las proteinas fueron eluidas con c-di-
GMP 100 pM durante 40 minutos.

Como paso previo a la identificacion por espectrometria de masas (LC/MS-MS),
para comprobar si existia un enriquecimiento en proteinas de union al c-di-GMP, tanto
los eluidos provenientes de la sefarosa-2’-AHC-c-di-GMP, como de los respectivos
controles, fueron analizados mediante ensayos de dot-blot, en los que alicuotas de 3 pl
de cada eluido fueron depositados como una gota sobre filtros de nitrocelulosa, para
posteriormente ser incubados con el analogo fluorescente 2’-Fluo-AHC-c-di-GMP. La
fluorescencia emitida fue detectada en un escaner de fluorescencia. Como se muestra en
la figura 3.2, los eluidos de los experimentos 2 y 3, pero no del 1, provenientes de la
sefarosa-AHC-c-di-GMP, dieron una sefial mds intensa en comparaciéon con sus
respectivos controles, en los que no se observoé ninguna sefial fluorescente. Estos
resultados indicaban que la cromatografia de afinidad empleando el andlogo 2"-AHC-c-
di-GMP, produjo un enriquecimiento de proteinas de Ret con capacidad de unién al c-

di-GMP, al menos en dos de las tres repeticiones o muestras (eluidos) experimentales.

Eluido 1 | Eluido 2| Eluido 3
c-di-GMP | c-di-GMP | c-di-GMP

PA3353

Eluido 1 | Eluido 2| Eluido 3

RpoS
control control control

Figura 3.2. Ensayos de dot-blot. Los eluidos provenientes de la sefarosa-2-AHC-c-di-GMP (fila de
arriba) y sus respectivos controles (fila de abajo) fueron incubados sobre membranas de nitrocelulosa con
1uM del andlogo fluorescente 2’'-Fluo-AHC-c-di-GMP. Como controles positivo y negativo se utilizaron
las proteinas purificadas de P. aeruginosa PA3353 y RpoS, respectivamente. Se muestran los dot blot de
los tres experimentos de afinidad realizados.

Una vez comprobados mediante dot blot, los eluidos fueron sometidos a
espectrometria de masas para la identificacion de las proteinas mas abundantes. En la

tabla 3.1 se reflejan los datos obtenidos en cada uno de los tres experimentos de
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afinidad. Tras el andlisis de los datos, se observo un gran nimero de proteinas unidas a
la sefarosa-2"-AHC-c-di-GMP que también se encontraban presentes en los controles,
unidas inespecificamente a las esferas de sefarosa, muchas de las cuales eran proteinas
ribosomales o chaperonas, muy abundantes en la célula. Sin embargo, en la sefarosa con
el analogo c-di-GMP encontramos un nimero mayor de proteinas que no aparecian en

los controles, indicando un enriquecimiento en posibles proteinas que unen c-di-GMP.

Tabla 3.1. Proteinas identificadas en cada uno de los tres experimentos de afinidad
realizados.

NUmero de proteinas

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
Total en la sefarosa AHC-c-di-GMP 74 76 121
Ausentes en la sefarosa control 39 51 52
Total en la sefarosa control 44 34 84
Ausentes en la sefarosa AHC-c-di-GMP 9 9 15
En ambas 35 25 69

Se representa el nimero total de proteinas identificadas en cada experimento de afinidad con el andlogo
2’-AHC-c-di-GMP y con la sefarosa control, ademas del nimero de proteinas tnicas para cada condicién
y las que aparecieron en ambas condiciones.

Debido a las uniones inespecificas a sefarosa, se restringio el nimero de proteinas
a analizar para descartar cualquier proteina que apareciera en algin experimento de la
sefarosa control sin el analogo. De esta forma, tomando de forma conjunta los datos de
los tres experimentos, pudimos identificar 66 proteinas distintas como posibles efectores
con capacidad de union a c-di-GMP que no aparecian en la sefarosa control sin el
analogo de diguanilato. De estas 66 proteinas, solo 10 fueron comunes en los tres
experimentos de afinidad (Fig. 3.3). Los experimentos 2 y 3 fueron los que presentaron
un mayor numero de proteinas comunes, siendo precisamente estos dos experimentos

los que dieron un resultado positivo en los ensayos de dot blot.
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Experimento 1

Experimento 3 Experimento 2

Figura 3.3. Proteinas eluidas por cromatografia de afinidad empleando el analogo 2 -AHC-c-di-
GMP. En el diagrama de Venn se representan solo las 66 proteinas que aparecieron en los tres
experimentos de afinidad con el analogo del c-di-GMP, pero que no se encontraron en ninguno de los
eluidos de la sefarosa control.

En la tabla 3.2 estdn incluidas las 66 proteinas que aparecieron en los
experimentos de afinidad con el andlogo del c-di-GMP y que no estaban presentes en
ninguno de los controles. Con fondo verde se representan las 10 proteinas comunes en
los tres experimentos de afinidad, en naranja las 19 proteinas eluidas en los
experimentos 2 y 3, mientras que en morado se representan las proteinas que fueron
identificadas en los experimentos 1 y 3. En azul, rojo y amarillo se encuentran las

proteinas que fueron Unicas en los experimentos 1, 2 y 3, respectivamente.

Tabla 3.2. Proteinas identificadas en los tres experimentos de afinidad con
sefarosa-2"-AHC-c-di-GMP.

No Area
acceso

Descripcion Gen media’
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Q2KD47 DapE, succinil-diaminopimelato desuccinilasa RHE_CH00417 | 6,23 x10°
FolD, proteina bifuncional, 5,10-metileno-
Q2KCC6 tetrahidrofolato dehidrogenasa/5,10-metileno- [RHE_CH00694 | 7,45 x 10°
tetrahidrofolato ciclohidrolasa
Q2KDKO | PheS, Fenilalanina-tRNA ligasa subunidad alfa RHE_CH00263 | 3,95 x 10°
Q2K859 ThrS, Treonina-tRNA ligasa RHE CH02196 | 1,14 x 10’
B3PW72 AllA, Ureidoglicolato hidrolasa RHE_CHO03139 |2,92x 10°
Q2KBU1 | AroA, 3-fosfosikimato 1-carboxiviniltransferasa RHE_CHO00884 | 6,2x 10°
Q2KDW?7 | DnalJ, chaperona RHE _CH00144 | 3,98x 10°
Q2KE54 I[;I’STIE, subunidad de la proteasa HslUV dependiente de RHE CHO00049 | 1,03 x 107
Q2KDX9 | KdsB, 3-desoxi-mano-octulosonato citidililtransferasa [RHE_CHO00132 | 1,44 x 10’
Q2K2V0 LeuB, 3-isopropil-malato dehidrogenasa RHE_CH04093 | 2,50 x 10’
B3PSIS LeuD,~ 3-isopropil-malato  dehidratasa  subunidad RHE CHO04091 | 1,03 x 107
pequena -
B3PZB6 MiaB, (di-metilalil)-adenosina tRNA metil- RHE CH00376 | 4.69 x 10°
tiotransferasa = :
Q2K2S1 MnmG, tRNA uridina 5-carboximetil-aminometil RHE CHO04122 | 3,44 x 10°
Q2K2X6 Obg, GTPasa RHE_CH04067 | 4,89 x 10°
Q2K7X0 PurL, fosforibosil-formilglicinamidina sintasa 2 RHE_CH02286 | 2,61 x 10°
Q2K7T3 RecA, recombinasa A RHE CH02323 | 1,11 x 107
B3PXB3 UreC, subunidad alfa de la ureasa RHE CHO03305 | 4,72 x 10°
Q2KCYS8 | Pgi, Glucosa 6-fosfato isomerasa RHE_CHO00477 | 1,31 x 10’
B3PWI6 E’SI‘IIY, subunidad de la proteasa HslUV dependiente de RHE CHO00048 | 6,95 x 10°
Q2KES1 GlcB, malato sintasa G RHE_CHO00052 | 1,46 x 10’
Q2K975 ArgS, arginina-tRNA ligasa RHE_CHO1818 | 9,49 x10°
Q2KES82 TrpB, subunidad beta de la triptéfano sintasa RHE_CH00021 | 8,33 x 10°
Q2KD50 Fmt, Metionil-tRNA formiltransferasa RHE CHO00414 | 2,44 x 10°
B3PWI5 HisB, Imidazol-glicerol-fosfato dehidratasa RHE_CHO00047 |2,00x 10°
Q2K9D7 Gpt, Xantina-guanina fosforibosiltransferasa RHE_CHO01754 | 4,73 x 10°

Q2K8Y5 PyrH, Uridilato quinasa RHE CHO01915 | 1,28 x 107
Q2K3R7 SecA, translocasa RHE CH03770 | 1,28 x10’
B3PR22 LeuC, 3-isopropil-malato dehidratasa subunidad grande [RHE_CH03965 | 3,75 x 10°
Q2K6B9 ﬁ/lgl;rslz, UDP-N-acetil-muramoil-alanina-D-glutamato RHE_CHO02849 | 5,47 x 10°
B3PS36 PurH, proteina bifuncional en la biosintesis de purina  [RHE _CHO04107 | 4,78 x 10°
Q2K3S8 UbiG, 3-demetil-ubiquinona-9-3-metiltransferasa RHE_CH03759 |2,14x 10°
B3Q031 ArgB, acetil-glutamato kinasa RHE_CH00428 | 4,07 x 10°
B3PXX2 GatC,. Aspartil/glutamil-tRNA  amido-transferasa RHE CHO1854 | 5.59 x 10°
subunidad C -
B3Q001 GlgA, Glucogeno sintasa RHE_CHO03596 | 4,74 x 10°
Q2K487 GlgB, enzima ramificadora del glucégeno RHE CH03594 | 4,11 x 10°
B3PR71 IspG, 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato sintasa RHE CH04009 | 9,88 x 10°
B3PYC6 LepA, proteina de unién a GTP RHE CHO00248 | 6,10 x 10°
Q2K9R2 LolD, transportador ABC de lipoproteinas RHE CHO01625 |1,05x 106
Q2K6C3 MurB, UDP-N-acetil-enol-piruvilglucosamina RHE_CH02845 | 5,36 x 10°
reductasa
B3PSA1 PdxH, piridoxina/piridoxamine 5'-fosfato oxidasa RHE CHO00941 | 6,94 x 10°
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B3PXI8 l;llllﬁll;];a ribosa 1,5-bisfosfato fosfoquinasa, guanilato RHE_CHO00154 | 3,22 x 10°
Q2KCV5 | PstB, proteina de importe de fosfato RHE_CH00512 |2,35x 10°
P77935 PurF, amidofosforibosil transferasa RHE CHO01428 | 1,66 x 10°
Q2K3X0 QueC, 7-ciano-7-deazaguanina sintasa RHE CHO03711 | 7,70 x 10°
Q2K5P8 dQ;;ngI—%ano-7—deazaguan1na reductasa dependiente RHE CH03071 | 1,22 x 10
Q2K2S87 LeuS, leucina-tRNA ligasa RHE_CHO04116 | 7,31 x 10°
Q2KAZ5 Tam, trans-aconitato 2-metiltransferasa RHE CHO1186 | 2,33 x 10°
Q2K970 TatA, translocasa independiente del sistema Sec RHE CH01823 | 5,68 x 10°
B3PVV3 TrpA, triptofano sintasa subunidad alfa RHE CHO00022 | 5,64 x 10°
Q2K880 TrpD, antranilato fosforibosiltransferasa RHE _CH02174 | 4,08 x 10°
B3PZ92 rliggit,ransfergst:qulnona/menaqulnona biosintesis RHE_CHO00354 | 5,04 x 10°
Q2KBK9 | Proteina hipotética, putativo regulador transcripcional |[RHE_CHO00966 | 4,41 x 10°

En verde se representan las proteinas comunes en los tres experimentos de afinidad

En naranja se representan las proteinas de los experimentos 2 y 3

En morado se representan las proteinas de los experimentos 1 y 3

En azul se representan las proteinas inicas para el experimento 1

En rojo se representan las proteinas tinicas para el experimento 2

En amarillo se representan las proteinas inicas para el experimento 3

T Area media de cada pico perteneciente a un péptido identificado mediante LC-MS/MS.

La mayoria de estas 66 proteinas desempefian o participan en funciones de
mantenimiento o “housekeeping”, presentes en la mayoria de las bacterias, no habiendo
ninguna proteina especifica del grupo de los rizobios. Ademads, entre las proteinas
listadas en la tabla 3.2, no se identificd ninguna previamente descrita que interaccione
con el c-di-GMP, tales como proteinas con dominios PilZ o enzimas metabolizantes del
c-di-GMP, DGCs o PDEs. También llamaba la atencidon que no apareciese ninguna
proteina cuya funcion estuviese relacionada con algin proceso celular regulado por c-
di-GMP, como motilidad o produccion de exopolisacaridos, salvo las proteinas GIgA y
GlgB, que aparecen solo en el experimento 3 y que estdn implicadas en la sintesis de
glucogeno, polisacarido que de todas formas no esta descrito como regulado por c-di-
GMP.

Cabe destacar, que la mayoria de las proteinas identificadas posee algiin dominio
de unidn a nucleotidos, sobre todo a GTP o ATP, por lo que la mayoria de las proteinas
eluidas pudieran reconocer c-di-GMP de manera no especifica.

Entre las proteinas eluidas encontramos casos de proteinas que participan en el
mismo proceso celular, como SecA-SecB, HslU-HslV, TrpA-TrpB y GlgA-GlgB.
También encontramos varias proteinas que intervienen en la misma ruta metabolica

como, DapD-DapE-DapF, LeuB-LeuC-LeuD-LeuS, MurB-MurD, QueC-QueF, o PurF-
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PurH-PurL, por lo que podriamos pensar que posiblemente se han co-purificado
complejos proteicos en los que quizé solo una de las proteinas tiene capacidad de unir c-
di-GMP. Ademas, encontramos casos de proteinas que aparentemente no tienen ninguna
relacion funcional pero los genes que las codifican estan muy proximos en el genoma.
Estos fueron los casos de Dgt (RHE CHO1817), ArgS (RHE CHO1818), TatA
(RHE CHO1823) y SurE (RHE CHO1827); y también las proteinas HisB
(RHE_CHO00047), HsIV/U (RHE_CHO00048/RHE_CHO00049) y GIlcB (RHE_CHO00052).

Control del ciclo celular

Replicacién, recombinaciéon y
reparaciéon de ADN % proteinas totales
Transporte y metabolismo
de iones inorganicos
Transporte y metabolismo
de lipidos

[l % proteinas identificadas

Mecanismos de defensa

Funciones supuestas

Traduccion
Trafico intracelular
y secreccion

Transcripcién

Transporte y metabolismo
de carbohidratos

Modificaciones
postraducionales y chaperonas

Transporte y metabolismo
de nucleotidos

Genesis de envolturas celulares

Transporte y metabolismos
de coenzimas

Produccioén de energia

Transporte y metabolismos
de aminoacidos

] 5 10 15 20 25

% proteinas

Figura 3.4. Clasificacion segun categorias funcionales. En negro se representa el porcentaje de
proteinas identificadas en cada categoria funcional con respecto a las 66 proteinas. En gris se representa el
porcentaje de proteinas en cada categoria funcional en relacion al proteoma completo de R. etli.

Las 66 proteinas fueron clasificadas de acuerdo a su funcion asignada por la
Rhizobase (http://genome.microbedb.jp/rhizobase/Etli). Para ver que categorias
funcionales se encontraban sobre o infrarrepresentadas en los experimentos de afinidad,
se representd el porcentaje de proteinas identificadas de cada categoria funcional con
respecto al total de proteinas identificadas, y se compar6 con el porcentaje de proteinas
totales de cada categoria funcional con respecto al proteoma de Ret (Fig. 3.4). Las

categorias mas sobrerrepresentadas fueron las de transporte y metabolismo de
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aminoacidos y nucleétidos asi como la de trafico intracelular y secrecion. Por otro lado,
las categorias relacionadas con la replicacion y reparacion del ADN, la transcripcion y

el transporte de lipidos y carbohidratos se encontraban infrarrepresentadas (Fig. 3.4).

3.2.1. Estudio detallado de proteinas candidatas a efectores del c-di-GMP

Para continuar con el andlisis de las proteinas identificadas mediante
cromatografia de afinidad, decidimos examinar de forma exhaustiva las 66 proteinas
recogidas en la tabla 3.2. Con ayuda de las bases de datos InterPro y Pfam esta lista se
redujo a 9 proteinas candidatas, considerando la reiteracién en las diferentes réplicas
experimentales, la presencia de posibles dominios proteicos involucrados en el
reconocimiento y unioén de nucleodtidos, asi como de otras caracteristicas que de alguna
manera pudieran estar relacionadas con la sefializacion por c-di-GMP, por ejemplo, la
biosintesis de precursores de EPS. Ademads, como controles positivos decidimos incluir
en este estudio tres proteinas del proteoma de Ret con dominios PilZ predichos,
RHE CHO02207, RHE CHO01767 y la proteina CelA, ademéas de la porcion C-terminal
conteniendo el dominio PilZ de esta tltima.

1. Dgt, desoxiguanosina-trifosfato trifosfohidrolasa (RHE_CHO01817). Esta
proteina aparecid en los tres experimentos de afinidad con el analogo 2"-AHC-c-di-
GMP. Pertenece a la familia de las NTP trifosfohidrolasas capaces de hidrolizar los
dNTP a su correspondiente desoxinucledsido y trifosfato. En E.coli se ha comprobado
que Dgt tiene preferencia por el dGTP, presentando actividad dGTPasa. Mutantes en
esta proteina acumulan dos veces mas dGTP, mientras que su sobreexpresion produce
una reduccion de cinco veces en los niveles de dGTP con respecto a la cepa silvestre
(Beauchamp & Richardson, 1988; Gawel et al., 2008). Recientemente, también en esta
bacteria se ha descrito que Dgt actua formando hexdmeros y que presenta un sitio de
unién a ADN de cadena sencilla, cuya union modula la actividad dGTPasa (Singh et al.,
2015). En otras bacterias como Themus termophilus, Dgt presenta una actividad mas
amplia pudiendo degradar diferentes ANTP (Mega et al., 2009). En Ret, la proteina Dgt
contiene dominios HD tipicos de la superfamilia de fosfohidrolasas. Presenta un tamafio
de 405 aminoacidos y se desconoce su actividad y funcion biolédgica.

2. SUrkE, proteina de supervivencia de fase estacionaria (RHE_CHO01827).

Aparecid en los tres experimentos de afinidad con el analogo del c-di-GMP. SurE se
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encuentra muy conservada en Arqueas, Eubacterias y Eucariotas. Su estructura ha sido
caracterizada en diversas bacterias como los termoéfilos Termotoga maritima y T.
termophilus o en el patdégeno S. typhimurium (Pappachan et al., 2008; Zhang et al.,
2001), bacterias en las que presenta actividad nucleotidasa, actuando sobre nucledsidos
5" y 3’-monofosfato. En E. coli, mutantes en esta proteina muestran una reducida
supervivencia frente a estreses salinos y altas temperaturas durante la fase estacionaria,
indicando una participacion de SurE en la supervivencia a estreses (Li et al., 1994). La
proteina RHE CHO1827 de Ret presenta un 38% de identidad de secuencia con SurE de
E. coli.

3. GImU, proteina bifuncional con actividad N-acetil-glucosamina-1-fosfato
uridiltransferasa y glucosamina-1-fosfato acetiltransferasa (RHE_CHO02090). Esta
proteina, que fue comun en los tres experimentos de afinidad con el analogo del c-di-
GMP, se encuentra caracterizada en diferentes bacterias como E. coli, Yersinia pestis o
Mycobacterium tuberculosis (Olsen & Roderick, 2001; Patin et al., 2015; Zhang et al.,
2009). GImU cataliza los dos tltimos pasos de la sintesis de UDP-N-acetil-glucosamina
(UDP-GIcNAc), un importante intermediario para la sintesis del peptidoglucano o el
lipopolisacarido. El dominio C-terminal se encarga de transferir el grupo acetilo desde
acetil-CoA hasta la glucosamina-1-fosfato, mientras que el dominio N-terminal
transfiere el UTP a la N-acetil-glucosamina-1-fosfato, para dar lugar a UDP-GIcNAc
(Gehring et al., 1996; Olsen et al., 2007). GImU forma trimeros para llevar a cabo sus
dos actividades enzimaticas, aunque también se ha observado la formacion de
hexameros que podrian tener importancia para el control de la actividad enzimatica
(Trempe et al., 2011) .

Como se ha descrito en la introduccion de esta tesis doctoral, en E. coli y otras
bacterias la produccion del exopolisacarido poli-p-1-6-N-acetil-glucosamina (PNAG),
se encuentra regulada por c¢-di-GMP (Steiner et al., 2012), aunque en Ret no se ha
descrito la sintesis de PNAG.

4. NrdR, represor transcripcional (RHE_CHO01509). Este hipotético regulador
transcripcional también aparecid en los tres experimentos de afinidad empleando el
analogo del c-di-GMP. En Streptomyces coelicolor, NrdR inhibe la expresion de los
genes de ribonucleotidasas mediante la unidon a una region especifica localizada en el

promotor de estos genes (Borovok et al., 2004). Contiene un dominio ATP-cone
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(Grinberg et al., 2006) capaz de percibir los niveles de dNTP en el interior celular y que
modula su capacidad de union al ADN (Grinberg et al., 2006; Rodionov & Gelfand,
2005). La hipotética proteina NrdR de Ret tiene 158 aminodcidos y muestra una
identidad del 41% con la proteina NdrR de S. coelicolor. A diferencia de esta bacteria,
en R. etli el gen para esta proteina tipo NrdR esta asociado a genes tedricamente
implicados en la biosintesis de riboflavina, al igual que en muchas otras bacterias Gram-
negativas.

5. AllA, Ureidoglicolato liasa (RHE_CHO03139). Esta pequefia proteina de 166
aminoacidos apareci6 en los experimentos 2 y 3. Algunas bacterias son capaces de
utilizar la alantoina como fuente de nitrogeno. En el caso de E. coli, AllA es la
encargada de la degradacion del intermediario resultante del catabolismo de la
alantoina, el S-ureidoglicolato, hasta urea y glioxilato (Raymond et al., 2005). Ademas
AlIA, contiene un dominio conocido como “RmlC-like jelly roll fold” (IPR014710) que
podria estar implicado en la unién a nucledtidos, similar al dominio de unién a cAMP
descrito en las proteinas CRP (cAMP receptor protein).

6. Pgi, glucosa 6-fosfato isomerasa (RHE_CHO00477). Esta proteina presente en
la mayoria de los seres vivos (eucariotas, procariotas y arqueas), cataliza la
isomerizacion reversible de la glucosa 6-fosfato a fructosa 6-fosfato. Su actividad es
clave en el metabolismo de carbohidratos de la célula, interviniendo en los procesos de
glicolisis, gluconeogénesis y en la ruta de las pentosas fosfato (Hansen & Schonheit,
2005). Mutaciones en este gen provocan alteraciones en la capacidad de utilizacion de
determinadas fuentes de carbono. En E. coli, por ejemplo, un mutante en el gen pgi
presenta una reduccion del crecimiento con glucosa como una Unica fuente de carbono,
pues queda impedida la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas por lo que la glucosa ha de
ser metabolizada por la ruta de la pentosas fosfato (Canonaco et al., 2001).

La proteina Pgi de Ret fue identificada en los experimentos 1 y 3 de cromatografia
con el andlogo de c-di-GMP. Presenta una identidad del 55% con la Pgi de humanos y
como Alla, posee un dominio “RmlC-like jelly roll fold”.

7. ClpX, subunidad X de la proteasa Clp dependiente de ATP
(RHE_CHO01588). Homologos de ClpX, junto con la subunidad ClpP, son capaces de
degradar sustratos proteicos especificos en diferentes bacterias. Presenta un dominio

Walker A (AAA+), similar al del regulador transcripcional FleQ de P. aeruginosa, que
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interacciona con el c-di-GMP activando la expresion de los genes del polisacarido pel
(Baraquet & Harwood, 2013).

En C. crescentus, la proteasa ClpXP degrada la fosfodiesterasa PdeA y el
inhibidor de la replicacion CtrA, cuya localizaciéon depende de PopA, una proteina
efectora que une c-di-GMP, permitiendo el progreso del ciclo celular (Duerig et al.,
2009). Recientemente, se ha descrito en diferentes especies del género Pseudomonas
que las ATPasas Flil, HrenN y ClpB2 son capaces de unir ¢-di-GMP con alta afinidad
(Trampari et al., 2015).

Es interesante resaltar el entorno génico del gen clpX en R. etli CFN42, ya que en
sus proximidades encontramos dos genes que codifican para proteinas con dominios
GGDEF (RHE _CHO01586 y RHE CHO01584), separados por una citocromo hidroxilasa.
Estas dos DGC se encuentran muy conservadas en distintas especies del género
Rhizobium.

8. TolB, proteina de translocacion (RHE_CHO03462). Identificada en los tres
experimentos de afinidad con el anilogo del c-di-GMP. Una proteina homologa
aparecio en los experimentos de afinidad realizados por Diivel y colaboradores en P.
aeruginosa (Diivel et al., 2012). TolB estda muy conservada en diferentes bacterias
Gram negativas y estaria implicada en la captacion de diferentes compuestos del
exterior y en el mantenimiento de la membrana externa (Clavel et al., 1998; Lazzaroni
et al., 1999). Tiene dos dominios claramente diferenciados: el N-terminal compuesto
por alfa hélices, que estructuralmente se asemeja al dominio C-terminal de las ARN
ligasas; y un dominio C-terminal formado por laminas [, cuya estructura recuerda a
numerosos miembros de la familia de propil oligopeptidasas (Abergel et al., 1999).
TolB se localiza en el periplasma con un dominio transmembrana que la ancla a la
membrana externa y a través de su interaccion con TolA mantienen la membrana
externa e interna relativamente proximas (Walburger et al., 2002) .

9. AroA, 3-fosfoshikimato 1-carboxiviniltransferasa (RHE_CHO00884). Esta
proteina interviene en la biosintesis de aminoacidos aromaticos a partir de corismato
(ruta del shikimato), tanto en bacterias como en hongos y plantas (Berti & Chindemi,
2009). AroA cataliza la reaccion de formacion de 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato.
Ademas, contiene un dominio similar al presente en las ARN 3’-fosfato ciclasas, que se

encarga de convertir el extremo 3'del ARN en un enlace 2'3 -fosfodiester empleando
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ATP (Palm et al., 2000). AroA aparecio en los experimentos 2 y 3 de cromatografia de
afinidad con el anélogo del c-di-GMP.

10. CelA, celulosa sintasa A (RHE_CHO01542). Esta y las siguientes proteinas
fueron elegidas como proteinas que contienen hipotéticos dominios PilZ, y por tanto,
probablemente son capaces de unir c-di-GMP. CelA junto con CelB forman las dos
subunidades cataliticas de la celulosa sintasa en numerosas bacterias. CelA contiene un
dominio PilZ que activa la produccion de celulosa mediante su unién al c-di-GMP. En
Ret CelA es una proteina con 748 aminoacidos (88 KDa) que posee 8 hipotéticos
dominios transmembrana. Ademads de la sobreexpresion de la proteina CelA completa,
para evitar problemas de solubilidad, decidimos llevar a cabo la sobreexpresion de la
parte C-terminal de la proteina que contiene el dominio PilZ de CelA (Fujiwara et al.,
2013; Morgan et al., 2014). A este fragmento proteico lo denominamos celPilZ.

11. Proteina hipotética RHE_CHO01767. Es una de las 3 proteinas de R. etli
CFN42 que tienen un dominio PilZ. Presenta 35% identidad con la proteina McrA de
Sme 2011 (SMc00507) implicada en la inhibicién de la motilidad con altos niveles de c-
di-GMP (Schéper et al., 2016), aunque su funcion bioldgica en Ret se desconoce. Podria
formar oper6n con una 2’3 fosfodiesterasa de nucleétidos ciclicos y con otra proteina
hipotética de la familia de reguladores transcripcionales tipo AsnC.

12. Proteina hipotética RHE_CHO02207. Proteina de 161 aminoacidos con un
dominio PilZ que ocupa la mitad C-terminal de la proteina. Estudios in silico han
sugerido que la transcripcion de este gen en S. meliloti puede depender del factor sigma
alternativo RpoN, sugiriendo un posible papel en la interaccién simbiodtica (Dombrecht
et al., 2002). En muchas bacterias, particularmente rhizobiales, aparece siempre
asociada a otra proteina de funcion desconocida (RHE CHO02206), que posee un tedrico
dominio sensor PAS (IPR009922).

Una vez seleccionadas las proteinas mds interesantes, la estrategia seguida para
cada una fue: (i) clonar el gen en un vector para su sobrexpresion en E. coli; (ii)
comprobar la expresion proteica en geles SDS-PAGE; (iii) determinar la posible unién
al c-di-GMP mediante ensayos dot-blot empleando el analogo fluorescente 2’-Fluo-
AHC-c-di-GMP.

Los genes de 11 de las 12 proteinas seleccionadas fueron clonados bajo control

del promotor TS5 en el vector de expresion pQE-80L. Posteriormente todas las
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construcciones fueron introducidas en la cepa de E. coli OmniMax (OM) la cual posee
un gen lacl?, til para minimizar la expresion de proteinas que puedan resultar
potencialmente toxicas, en ausencia del inductor IPTG. En aquellos casos en que los
niveles de expresion de la proteina no fueron los adecuados, la construccion se introdujo
en otras cepas de E. coli disponibles en el laboratorio, como fueron E. coli BL21 (DE3),
C41 (DE3) y C43 (DE3). Estas dos ultimas cepas son mutantes derivados de BL21
(DE3), que han sido seleccionadas por su mejor rendimiento a la hora de sobreexpresar
proteinas toxicas o de membrana (Miroux & Walker, 1996).

En el caso de la proteina CelA, la falta de enzimas compatibles en el vector pQE-
80L, nos obligd a usar el vector pET-28b (+), donde el gen clonado queda bajo el
control del promotor del fago T7. A continuacion, la construccion pET28celA se
introdujo en las cepas de E. coli BL21 (DE3), C41 (DE3) y/o C43 (DE3), las cuales
portan una copia cromosémica de la ARN polimerasa del fago T7 bajo el control del
promotor lacUV5, inducible por IPTG. Para mas informacion sobre la construccion de

los distintos clones, consultar el anexo 3.

3.3. Sobreexpresion en E. coli de posibles proteinas efectoras de R. etli CFN42

Una vez obtenidos los clones con los genes que codifican las diferentes proteinas,
se procedid a determinar la expresion de las mismas mediante electroforesis en geles de
proteinas SDS-PAGE. Como punto de partida, se tomaron unas condiciones estandar
para la expresion de todas las proteinas, que se describen detalladamente en el apartado
2.20.1 de la seccion Materiales y Métodos. Brevemente, a partir de un precultivo se
inocularon matraces de 10 ml (1/50) y se dejaron crecer a 37°C hasta alcanzar una
DOgoo de 0.5-0.7, para posteriormente inducir con 1 mM de IPTG y dejar crecer a 30°C,
tomando muestras para el andlisis mediante geles SDS-PAGE a las 3 y 24 horas tras la
induccion.

La mayoria de las proteinas (Tabla 3.3) presentaron un nivel aceptable de
expresion a las 3 horas de la induccion con el IPTG. Sin embargo, las proteinas AllA,
CelA y celPilZ no pudieron ser identificadas visualmente en geles SDS-PAGE, ni
siquiera tras la variacion de diferentes condiciones para intentar mejorar la expresion,
como las cepas de E. coli empleadas, la temperatura o la cantidad de IPTG. Una vez

comprobada la expresion proteica en estas condiciones estandar, se procedid a
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determinar la solubilidad de las distintas proteinas. Para ello, siguiendo el protocolo de
crecimiento descrito, tras la recogida se procedi6 a la rotura de las células con ayuda de
un sonicador. Tras centrifugar las muestras, para separar la porcion soluble de los restos

celulares y posibles cuerpos de inclusion, ambas partes fueron analizadas en geles SDS-

PAGE.

En la tabla 3.3, se recogen los datos mas relevantes de cada proteina, indicando la
cepa donde se obtuvieron los mejores niveles de expresion, la expresion de las mismas

basandonos en la cantidad de proteina observada en los geles SDS-PAGE, el grado de

solubilidad y el tamafio estimado.

Tabla 3.3. Propiedades de las proteinas sobreexpresadas

proteina | CoPRGEEcolicon | o o dads | estimars
mayor expresion P
(KDa)
Dgt OmniMax + + 46.8
SurE OmniMax + - 29.2
GImu OmniMax ++ ++ 48.5
NrdR OmniMax + + 19.5
OmniMax, BL21, C41y
AllA - - 19.8
C43
Pgi OmniMax + ++ 59.9
ClpX OmniMax ++ - 48.2
TolB OmniMax + - 49.1
AroA OmniMax + + 46
OmniMax, BL21, C41y
CelA - - 88.1
C43
) OmniMax, BL21, C41y
CelPilZ - - 21
C43
1767 C41 + - 16.8
2207 OmniMax ++ ++ 24.6

* Cantidad relativa de proteina observada en las diferentes fracciones:

(++) Banda de tamafio esperado visible en proporcion elevada

(+) Banda de tamafio esperado visible
(-) Banda de tamaio esperado no visible
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Una vez comprobados los niveles de expresion y la solubilidad de cada proteina
en geles SDS, se procedi6 a corroborar la posible unién de las proteinas con el c-di-
GMP. Para ello, utilizamos la técnica de dot blot descrita anteriormente, empleando
lisados de cultivos de E. coli que sobreexpresaban cada una de estas proteinas. El
crecimiento de los cultivos se realizd siguiendo el protocolo para las condiciones
estandar. A continuacion, se procedié a la rotura de las células mediante ultrasonidos
(sonicador). A esta fraccion de lisados celulares se la denominoé lisado (L). Parte de este
lisado se centrifugd por 5 minutos a 4°C, para separar las células no rotas, restos
celulares y cuerpos de inclusion y el sobrenadante obtenido se denominé lisado claro
(LC). A ambas fracciones, L y LC, se les determiné la concentracion proteica mediante
Bradford, para posteriormente igualar ambas fracciones a la misma concentracion de
proteinas, 1 mg/ml. Una vez igualadas las fracciones, se colocaron sobre membranas de
nitrocelulosa gotas de 3 pl (3 pg) de las fracciones L y LC para cada proteina. Tras
dejar secar las gotas y bloquear las membranas, posteriormente se incubaron con 1 pM
del andlogo fluorescente 2’-Fluo-AHC-c-di-GMP. A continuaciéon, se procedio al
revelado de las membranas en un escdner de fluorescencia (Fosfolmager Pharos,
BioRad).

En la figura 3.5, se muestran ensayos de dot blot representativos para cada una de
las proteinas sobreexpresadas. Igualmente en estos ensayos se incluyeron las respectivas
cepas control, portadoras del vector vacio (pQE-80L o pET-28b (+) en el caso de CelA).
Esto es importante, ya que cada cepa de E. coli puede producir un fondo o sefial basal
diferente, debido probablemente a las diferencias cualitativas y cuantitativas en
proteinas que pueden unir c-di-GMP. Como control positivo se emplearon lisados de E.
coli BL21 (DE3) sobreexpresando la proteina PA3353 de P. aeruginosa, la cual posee
un dominio PilZ y una elevada afinidad por el ¢-di-GMP (262 + 66 nM) (Diivel et al.,
2012).

Para la cuantificacion de los dot-blot por densitometria, el valor promedio del
lisado claro de cada proteina fue dividido por el valor obtenido por su correspondiente
cepa control (Fig. 3.5E). De esta forma, todas las proteinas con un valor superior a 1

indican una sefial fluorescente superior a su control.
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Figura 3.5. Ensayos de dot blot de posibles proteinas efectoras de R. etli CFN42. 3 ul de lisados (L) y
lisados claros (LC) de células de E. coli sobreexpresando las proteinas indicadas, fueron depositados
sobre membranas de nitrocelulosa e incubados con 1 pM del analogo fluorescente 2’-Fluo-AHC-c-di-
GMP. A) Representacion esquematica de la distribucion de las gotas. B) Proteinas expresadas desde E.
coli OmniMax (OM). C) Proteinas expresadas desde E. coli C41 (DE3), D) Control positivo (PA3353) y
controles de cada cepa. E) Densitometria de los lisados claros de los ensayos de dot blot arriba
representados, donde la sefial promedio de cada proteina fue dividida entre la sefial de su respectiva cepa
control. Cada barra representa las medidas de tres réplicas técnicas. Los asteriscos (*) indican aquellas
proteinas que presentaron un incremento de la fluorescencia estadisticamente significativo respecto a la
cepa control.

De las tres proteinas con dominios PilZ de Ret ensayadas, solo las proteinas
hipotéticas RHE CH02207 y RHE CHO01767 dieron una sefial positiva, mas acusada en
RHE CHO02207. En el caso de la proteina CelA o de su dominio PilZ (celPilZ), no fue
posible determinar por esta técnica su union con el andlogo del c-di-GMP. Esto podria
ser debido a los problemas de expresion anteriormente comentados (tabla 3.3). Por otro
lado, de las 9 proteinas seleccionadas de los experimentos de afinidad, TolB, NdrR,
GImU y Dgt dieron una sefial ligeramente mds intensa, tanto para el lisado (L) como
para el lisado claro (LC), en comparacion con la cepa control OM portando el plasmido
pQE-80L vacio, aunque con unos niveles mucho menores a los observados con el
control positivo PA3353 (Fig. 3.5). No obstante, ademéas de una mayor expresion y

estabilidad de PA3353, es posible que ciertos efectores de c-di-GMP de Ret puedan
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presentar unas constantes de afinidad menores a las observadas en Pseudomonas, ya que
incluso las proteinas portadoras de dominios PilZ, RHE CH02207 y RHE CHO01767,
presentaron una afinidad de union mucho menor que la proteina PA3353. El resto de
proteinas mostraron una sefial fluorescente similar o incluso menor que las cepas
control (OM o C41). Para abordar un estudio mas profundo, nos decantamos por las
proteinas GlmU y Dgt, Unicas proteinas de Ret que presentaron unos valores de
fluorescencia comprendidos entre los de las proteinas portadoras de dominios PilZ,

RHE_CH02207 y RHE CHO01767 (Fig. 3.5E).

3.3.1. Ensayos de dot blot de las proteinas GImU y Dgt purificadas

Como ha quedado reflejado en los ensayos de dot blot de la figura 3.5, los
extractos de cultivos productores de proteinas GlmU y Dgt mostraron la sefial
fluorescente mas elevada. Este aumento apuntaba a una mayor uniéon de dichas
proteinas al andlogo fluorescente 2’-Fluo-AHC-c-di-GMP. Para comprobar esto,
decidimos purificar ambas proteinas (GImU y Dgt), eliminando de esta forma el fondo
de cada cepa y la posible interferencia con cualquier otra proteina presente en los
lisados de Ret, y comprobar su union mediante dot blot con el analogo fluorescente 2'-
Fluo-AHC-c-di-GMP.

Para los ensayos de dot-blot a partir de lisados bacterianos (Fig. 3.5), GImU y Dgt
fueron sobreexpresadas en la cepa OmniMax portando los plasmidos pQE80-glmU y
pQES80-dgt, respectivamente. Los niveles de expresion proteica y la solubilidad de
ambas proteinas resultaron ser adecuadas, por lo que decidimos realizar el proceso de
purificacion utilizando la misma cepa y condiciones de expresion: crecimiento en LB a
37°C hasta alcanzar una DOgy de 0.5-0.7, induccion con IPTG 1 mM vy recoger las
células tras 3 horas de crecimiento a 30°C.

Los vectores pQE-80L codifican una cola de 6 histidinas (6xHis) para su fusion
con el extremo N-terminal de la proteina diana, facilitando su purificacion mediante el
empleo de columnas de niquel. Tras el proceso de purificacion de GlImU y Dgt mediante
FPLC, ambas proteinas fueron dializadas en tampén fosfato (NaH,PO4/Na,HPO, 50
mM, NaCl 300 mM, pH = 8) para eliminar los restos de imidazol procedente de la
elucion de las proteinas. Para mas informacién del proceso de purificacion de las

proteinas consultar el apartado 2.20.3 de la seccidn Materiales y Métodos.
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Como puede apreciarse en la figura 3.6, tras el proceso de purificacion, la pureza
de GImU y Dgt, parecia lo suficientemente alta para realizar nuevos ensayos de dot blot
con el andlogo fluorescente del c-di-GMP. Las cantidades de cada proteina fueron
determinadas mediante Bradford, obteniendo una concentracion de 50 uM para GImU y

70 uM para Dgt.
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Figura 3.6. Purificacién de las proteinas GImU (A) y Dgt (B). Distintas fracciones de ambas proteinas
tras el proceso de purificacion fueron analizadas mediante geles SDS-PAGE para observar su pureza. M,
marcador; carriles 1-5 (A) GlmU; carriles 1-3 (B) Dgt.

Para los ensayos de dot blot con las proteinas purificadas, realizamos diluciones
seriadas 1/10 de cada proteina desde 100 pmol hasta 0.001 pmol, colocando un total de
6 gotas en cada membrana de nitrocelulosa (Fig. 3.7). En este caso, como control
negativo usamos el tampon suplementado con 100 pmol de la proteina BSA (Sigma).
Como control positivo de la técnica, empleamos de nuevo lisados bacterianos de E. coli
sobreexpresando la proteina PA3353 de P. aeruginosa.

Los ensayos de dot blot con las proteinas GImU y Dgt purificadas ratificaron su
capacidad de union con el andlogo fluorescente 2’-Fluo-AHC-c-di-GMP, observandose
un aumento de la sefial fluorescente dependiente de la cantidad de proteina (Fig. 3.7). Al
igual que lo observado en los lisados, la proteina purificada GImU presentaba una
afinidad mayor por este analogo del c-di-GMP que la proteina Dgt, dando una sefial
fluorescente mas intensa. La ausencia total de sefial por parte de la proteina BSA y del
tampon de didlisis, indicaban que la fluorescencia observada era exclusivamente debida

a una interaccion entre el derivado fluorescente de c-di-GMP y las respectivas proteinas.
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Figura 3.7. Ensayos de dot blot con las proteinas GImU y Dgt purificadas. Diluciones seriadas 1/10 de
cada proteina, desde 100 pmol (1) hasta 0.001 pmol (6), fueron incubadas sobre membranas de
nitrocelulosa con 1 pM del andlogo fluorescente 2 -Fluo-AHC-c-di-GMP. Como control positivo se uso6

lisado de E.coli sobreexpresando la proteina PA3353 de P. aeruginosa, mientras que como control
negativo se usaron 100 pmol de BSA, ademas del control del tampon de didlisis.

Los ensayos de dot blot también son una buena herramienta para realizar ensayos
de competicion de una forma rapida, afiadiendo concentraciones crecientes de c-di-
GMP puro, sin marcaje. Para ello, se colocaron sobre membranas de nitrocelulosa gotas
con una cantidad constante de proteina (7.3 pg para GlmU y 9.8 pg para Dgt),
posteriormente las membranas se incubaron con una mezcla de 0.1 uM de 2’-Fluo-
AHC-c-di-GMP y concentraciones crecientes de c-di-GMP sin marcar (0.1, 1, 10 y 30
uM).

En el caso del control positivo con la proteina PA3353 de P. aeruginosa, se
observa una disminucion de la senal fluorescente dependiente de la concentracion de c-
di-GMP no marcado, indicando una interaccion especifica de esta proteina con el c-di-
GMP (Fig. 3.8). Sorprendentemente a lo esperado, la proteina Dgt mostré un ligero
aumento de la fluorescencia al aumentar la concentracion de c-di-GMP sin marca. Este
hecho nos llevo a pensar un posible papel cooperativo del c-di-GMP. Sin embargo, la
proteina GlmU, no mostrd ninguna variacion al aumentar la concentracion de c-di-GMP
(Fig. 3.8), sugiriendo una unidon no especifica, o bien que GlmU presenta mayor

afinidad por el derivado fluorescente que por el c-di-GMP sin marcar.
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Figura 3.8. Ensayo de dot blot competitivo. Las proteinas Dgt y GImU purificadas, junto con lisados de
E. coli sobreexpresando la proteina PA3353 como control positivo (C+), se inmovilizaron en membranas
de nitrocelulosa para posteriormente incubarlas con una mezcla de 0.1 uM de 2’-Fluo-AHC-c-di-GMP y
cantidades crecientes de c-di-GMP no marcado (0, 1, 1, 10 y 30 uM).

3.3.2. Estudio detallado de las proteinas Dgt y GImU

En Ret la proteina Dgt se encuentra anotada como una desoxiguanosina trifosfato
trifosfohidrolasa (dGTPasa) con un tamaifio de 405 aminoacidos (Fig. 3.9A). Esta
proteina presenta un dominio HD tipico de la superfamilia de fosfohidrolasas, que
intervienen en la coordinacion de diferentes metales (Aravind & Koonin, 1998). La
secuencia de aminoacidos de la proteina Dgt de Ret muestra un porcentaje de identidad
del 25% con respecto a la de E. coli. En esta bacteria Dgt muestra una fuerte preferencia
por dGTP (Seto et al., 1988), sin embargo, en P. aeruginosa, T. termophilus y
Enterococcus faecalis, las respectivas Dgts tienen un espectro mayor y son capaces de
hidrolizar cualquier ANTP (Kondo et al., 2004; Mega et al., 2009; Vorontsov et al.,
2011). La estructura de Dgt de E. coli, revela que esta proteina actlia como hexamero y
que su actividad se encuentra regulada por la unién de dos moléculas de ADN de
cadena sencilla por cada hexamero (Singh et al., 2015). La principal funcion biologica
asignada a esta proteina es la de mantener un balance adecuado de dGTP en la célula, ya

que mutaciones en el gen dgt de E. coli incrementan de forma considerable la aparicion
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de mutaciones, debido a una mayor cantidad de dGTP en el interior celular (Gawel et

al., 2008).

Figura 3.9. Modelo de estructura terciaria de las proteinas Dgt (A) y GImU (B) de R. etli CFN42.
Para la prediccion de la estructura de estas proteinas se ha utilizado el software Phyre2 (Kelley et al.,
2015). Se muestra la forma monomérica de cada proteina.

GlmU ha sido previamente caracterizada en E. coli, Yersinia pestis y
Haemophylus influenzae, entre otros organismos (Mochalkin et al., 2007; Olsen et al.,
2007; Patin et al., 2015; Zhang et al., 2009). Es una proteina funcional que cataliza los
dos ultimos pasos de la biosintesis de UDP-N-acetil-glucosamina (UDP-NAG), un
metabolito esencial para la formacion de ciertos polimeros como el lipopolisacarido y el
peptidoglucano en Gram-negativas. GlmU presenta dos dominios claramente
diferenciados, llevando a cabo sus dos actividades enzimaticas de forma separada
(Gehring et al., 1996). En primer lugar, cataliza la acetilacion de la glucosamina 1-
fosfato a partir de acetil-CoA, dando lugar a N-acetil-glucosamina-1-fosfato. La
segunda reaccion es la transferencia de un grupo uridil empleando UTP como sustrato,
para dar lugar al producto final, UDP-NAG. La primera actividad se encuentra en el
extremo C-terminal, que presenta numerosas repeticiones de hexapéptidos en laminas 3
dandole una inusual conformacién (Fig. 3.9B), mientras que la segunda actividad esta
asociada a su dominio globular N-terminal (Olsen & Roderick, 2001). Estudios
recientes han puesto de manifiesto que es necesaria la presencia de cationes Mg”™ para
ambas actividades y que la presencia de agentes reductores incrementa la actividad
acetiltransferasa en Y. pestis (Patin et al., 2015). Ademas, GImU actuaria como un

homotrimero (Pompeo et al., 2001).
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Debido a la esencialidad de GImU y de la importancia del exopolisacéarido poli-
N-acetil-glucosamina (PNAG) en bacterias como E. coli o Staphylococcus epidermis,
GImU se ha convertido en una potente diana para el disefio de nuevos antibioticos
(Burton et al., 2006).

En Ret la hipotética proteina GImU, con 453 aminoacidos, presenta un porcentaje

de identidad del 41% respecto a GImU de E. coli.

3.4. Caracterizacion de las proteinas Dgt vy GImU mediante fluorescencia

polarizada (FP)

Para llevar a cabo un analisis mas exhaustivo de la posible interaccion de GImU y
Dgt con el segundo mensajero c-di-GMP, se procedid al empleo de técnicas mas
precisas y robustas conocidas de forma genérica como Andlisis de Interacciones
Biomoleculares (BIA, en inglés), que ademas permiten conocer distintos parametros de
la interaccion proteina-ligando.

Entre las técnicas BIA podemos destacar la calorimetria de titulacion isotérmica
(ITC), muy empleada porque permite conocer la estequiometria, las constantes de
equilibrio K y Kp, la entalpia y la entropia de una reaccién bioquimica. Sin embargo,
esta técnica presenta el inconveniente de que necesita grandes cantidades de ligando y
receptor (Moll et al., 2006b). Otra técnica que estd en auge en la tltima década es la
resonancia de plasmones de superficie (SPR), que permite conocer interacciones
moleculares en tiempo real con una alta sensibilidad y un escaso consumo de muestra
(Hahnefeld et al., 2004). Igualmente entre las BIA, es frecuentemente empleada la
fluorescencia polarizada (FP) por sus numerosas ventajas, siendo esta la técnica

escogida para corroborar la interaccion de GlImU y Dgt con el c-di-GMP.

3.4.1. Fundamento de la fluorescencia polarizada (FP).

Es una técnica répida y fécil que se basa en el empleo de un ligando pequeiio
marcado con un fluoréforo, el cual puede absorber energia luminica a una determinada
longitud de onda (L) para después liberarla a una A mayor (menos energética). Al excitar
una solucion acuosa con luz polarizada, las moléculas marcadas con un fluoréforo
orientadas paralelamente al haz de luz incidente, entran en un estado de excitacion.

Durante este tiempo, las moléculas marcadas giran sobre si mismas emitiendo luz en
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distintos planos, resultando en una despolarizacion de la luz, por lo que, en este caso la
sefal de FP seria cercana a 0 (Fig. 3.10A). Pero cuando el ligando marcado con el
fluoroforo se une a una molécula receptora de mucho mayor tamafio, deja de girar
libremente y la luz emitida ocurre en el mismo plano de excitacion, dando lugar a una
luz polarizada (Fig. 3.10B).

La intensidad de la luz polarizada emitida se correlaciona con la cantidad de
ligando marcado unido a la molécula receptora (Jameson & Mocz, 2005; Moll et al.,
2006a). Es importante destacar que la sefial de FP no depende de la concentracion de
ligando marcado. Asi, mediante la deteccion de la luz polarizada emitida, se pueden
conocer las constantes de asociacion (Kj,) y disociacion (Kp), asi como la afinidad del
ligando por la molécula receptora. Como contrapartida, la fluorescencia polarizada
presenta el inconveniente de que es necesario el empleo de una molécula marcada con

un fluoréforo, pudiendo este influir en la afinidad por el compuesto per se.

Rotacidon rapida

P |

Luz
depolarizada Senal FP

Luz Ligando con marca fluorescente

polarizada . .
\ Rotacion lenta | #

N S 0()_, O’O ARARA | RARARA t
‘ L ’J pol;;;zzada Seiial FP

Molécula receptora

Figura 3.10. Fundamento de la fluorescencia polarizada (FP). En la situacion A, el ligando marcado
con el fluordforo gira rapidamente al entrar en el estado de excitacion, por lo que la luz emitida ocurre en
diferentes planos, provocando la despolarizacion de la luz. En esta situacion la sefial de FP es muy baja.
En la situacion B, cuando el ligando entra en contacto con una molécula receptora, este frena su rotacion
durante el estado de excitacion y como resultado aumenta la luz polarizada.

3.4.2. Ensayos de fluorescencia polarizada con Dgty GImU

Los experimentos presentados en esta parte de la tesis doctoral se desarrollaron
durante una estancia breve en el laboratorio del profesor Friedrich W. Herberg en la
Universidad de Kassel (Alemania). El grupo liderado por el Prof. Herberg es

especialista en el estudio de las interacciones moleculares de proteinas implicadas en
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sefalizacion celular, mediante el empleo de técnicas como la resonancia de plasmones
de superficie (SPR) o la fluorescencia polarizada (FP) (Herberg et al., 1994).

Para los ensayos de FP con el analogo fluorescente 2'-Fluo-AHC-c-diGMP, ambas
proteinas GImU y Dgt, se volvieron a purificar empleando el protocolo descrito
anteriormente (ver apartado 3.3 de este mismo capitulo o apartado 2.20.3 de la seccion
Materiales y Métodos). Tras este nuevo proceso de purificacion, las cantidades de las
proteinas tras su cuantificacion por Bradford fueron: 3.52 uM para Dgt y 128.95 uM
para GlmU.

En primer lugar realizamos ensayos directos de FP, en donde concentraciones
crecientes de proteina fueron incubadas con una concentracion constante del andlogo
fluorescente del c-di-GMP (5 nM). Todos los ensayos de fluorescencia polarizada se
realizaron empleando el tampon FP como diluyente. Tras la medicion, se representd
graficamente la sefial de FP frente al logaritmo de la concentracion proteica empleada.
En la figura 3.11, se representan los ensayos de FP para Dgt (A) y GImU (B). Podemos
observar como Dgt no presentd ningln tipo de interaccion significativa con el analogo
fluorescente del c-di-GMP en las condiciones ensayadas. Observamos, sin embargo, una
interaccion clara entre GImU y el 2'-Fluo-AHC-c-di-GMP que sigue una tipica curva
sigmoidea con una constante de disociacion (Kp) de 2.37 = 0.32 uM. Este valor esta en
concordancia con los niveles intracelulares de c-di-GMP, que han sido estimados en el
rango de micromolar bajo/nanomolar alto (Romling et al., 2013). Ademas, este valor de
Kp de GImU era similar a otras proteinas de unién a c-di-GMP, como son FleQ, LapD,
Algd4 o CelE (Baraquet & Harwood, 2013; Fang et al., 2014; Merighi et al., 2007,
Newell et al., 2009).
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Figura 3.11. Fluorescencia polarizada (FP) de las proteinas Dgt (A) y GImU (B) empleando el
anélogo 2'-Fluo-AHC-c-di-GMP. Se realizaron diluciones seriadas 1/10 para Dgt (1.8 uM, a 180 pM) y
diluciones 1/1.5 para el caso de GImU (64.5 uM a 65.5 nM). La concentracion del analogo 2'-Fluo-AHC-
c-di-GMP fue de 5 nM en ambos casos. Se realizaron medidas por triplicado para cada dilucion, ademas

de controles con el tampoén FP y el fluoréforo solo. Los datos de FP se enfrentaron con el logaritmo de la
concentracion de proteina, empleando el programa GraphPad Prism 6.01.

Con el objetivo de comprobar si la falta de union de Dgt al analogo 2'-Fluo-AHC-
c-di-GMP se debia a unas condiciones desfavorables para dicha interaccion, se probo la
adicion de diferentes compuestos que pudieran favorecerla. Por ejemplo, se probd la
incubacion de GImU durante 12 horas con B-mercaptoetanol (3 mM), previo a la
interaccion. De esta forma, se pretendia evitar las posibles interferencias generadas por
puentes di-sulfuro que pudieran perjudicar su unién con el 2'-Fluo-AHC-c-di-GMP (Fig.
3.12A). Igualmente, los cationes divalentes a menudo son necesarios para las
interacciones proteina-ligando, especialmente con ligandos de base nucleotidica,
estabilizando el complejo formado. Por ello, también decidimos realizar ensayos de FP
con la proteina Dgt en presencia de distintos cofactores metalicos (Ca®", Mg®", Mn*",
Zn*", Cu®*, Ni*") a una concentracién final de 100 uM cada uno (Fig. 3.12B).

Ni la incubacion con B-mercaptoetanol ni la presencia de los cofactores metalicos
sirvieron para mejorar la union de Dgt con el anédlogo fluorescente 2'-Fluo-AHC-c-di-

GMP (Fig. 3.12).
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Figura 3.12. Fluorescencia polarizada (FP) de la proteina Dgt. Sefial de FP en presencia de 3mM de
B-mercaptoetanol (A) y en presencia de 100 uM de los cofactores indicados (B). La concentracion de 2'-
Fluo-AHC-c-di-GMP fue de 5 nM. Se realizaron medidas por triplicado para cada dilucion, ademas de
controles con el tampdén FP y el analogo fluorescente en ausencia de proteinas. Los datos de FP se
enfrentaron con el logaritmo de la concentracion de proteina, empleando el programa GraphPad Prism
6.01.

Igualmente, decidimos probar la unién de Dgt con otro derivado fluorescente del
c-di-GMP que estaba disponible en el laboratorio, el 8-Fluo-AET-c-di-GMP. Utilizando
las mismas concentraciones de proteina y ligando empleadas anteriormente, tampoco se
pudo observar unién entre Dgt y este otro compuesto (datos no mostrados). La
incapacidad para poner de manifiesto la uniéon de Dgt a ningln tipo de andlogo derivado
de c-di-GMP en ninguna de las condiciones ensayadas, indicaba que dicha proteina no
presenta capacidad de unidn a este segundo mensajero.

La proteina GlmU, sin embargo, si mostrd interaccion con el anidlogo 2’-Fluo-
AHC-c-di-GMP con un valor de Kp= 2.37 uM (Fig. 3.11B). Para estudiar la
especificidad de dicha union, se realizaron ensayos de FP empleando derivados de c-di-
GMP y de c-di-AMP con el mismo grupo Fluo, pero en diferentes posiciones.
Diluciones seriadas (1:10) de GImU se incubaron con los anélogos del c-di-GMP y del
c-di-AMP a una concentracion de 5 nM. En la figura 3.13, se observa que GImU no
unié ninguno de los dos andlogos del c-di-AMP ensayados, ni cuando el grupo Fluo se
encuentra en posicion 2° ni en 8'. Por otra parte, GImU solo mostré6 una union
especifica por el analogo del c-di-GMP portador del grupo Fluo en posicion 2 (Fig.
3.13). El analogo 8 -Fluo-AET-c-di-GMP presenta el grupo Fluo unido al hidrogeno
8'de una de las guaninas, sugiriendo que la modificacién en esta posicion estaria

alterando la union del ¢-di-GMP con GImU.
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Figura 3.13. Fluorescencia polarizada (FP) de la proteina GImU con diferentes analogos del c-di-
GMP y del c-di-AMP. Diluciones seriadas de GImU (1:10) desde 64.5 uM a 645 pM fueron incubadas
con los andlogos del c-di-GMP y del c-di-AMP indicados, a una concentracion de 5 nM. Se realizaron
medidas por triplicado para cada diluciéon de proteina, ademas de, controles con el tampén FP y el

fluoroforo solos. Las medidas de FP se enfrentaron con el logaritmo de la concentracion proteica
empleando el programa GraphPad Prism 6.01.

Igualmente se decidié realizar ensayos de FP competitiva, en donde
concentraciones crecientes de c-di-GMP sin marca (500 pM a 500 nM) fueron
mezclados con 5 nM de 2'-Fluo-AHC-c-di-GMP antes de afiadir la proteina GImU a una
concentracion final de 20 uM. Al igual a lo observado en los ensayos de dot blot con la
proteina purificada, la sefal de fluorescencia polarizada de GImU no descendia con el
incremento de la concentracion de c-di-GMP no marcado, indicando que este c-di-GMP
no marcado no era capaz de competir con el 2'-Fluo-AHC-c-di-GMP por la union a
GImU (resultados no mostrados).

A continuacion, se modificd el protocolo de FP competitiva para ver si bajo
alguna condicion el c-di-GMP era realmente capaz de competir con el 2'-Fluo-AHC-c-
di-GMP por unirse a la proteina GlmU. Para ello, en primer lugar realizamos una pre-
incubacion de la proteina (10 pM) con 50 y 500 pM de c-di-GMP durante 30 minutos a
4°C, para posteriormente afiadir el 2'-Fluo-AHC-c-di-GMP a una concentracion de S nM
y medir la sefial de fluorescencia polarizada. Como control negativo, también se incluyo
la proteina GImU con las mismas cantidades de otro nucledtido ciclico (¢cGMP). En este
experimento de FP competitiva, si que observamos un ligero descenso de la sefial de FP
dependiente de la concentracion de c-di-GMP, en comparaciéon con el control de GlmU
sin c-di-GMP. Este descenso dependiente de la concentraciéon no se observd con el

nucleotido ciclico cGMP (Fig. 3.14).
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Figura 3.14. Ensayo de fluorescencia polarizada competitiva. Diferentes concentraciones de c-di-GMP
y ¢cGMP (50 y 500 uM), fueron incubadas durante 30 minutos con 10 uM de GlmU, para posteriormente
afiadir 5 nM de 2'-Fluo-AHC-c-di-GMP y medir la sefial de fluorescencia polarizada. Cada barra
representa la media de 3 medidas =+ el error estandar. Ademas, se realizaron mediciones del tampén FP y
el fluordforo solos.

A pesar de observar una disminucion de la sefial de FP dependiente de la
concentracion de c-di-GMP, era necesaria una gran cantidad de este (hasta 100.000
veces mas que de andlogo fluorescente 2'-Fluo-AHC-c-di-GMP) para observar entre un
5 y un 10% de descenso de la sefial de FP. Con estos resultados no era posible concluir
que la unién de GlmU al ¢-di-GMP ocurriese de manera especifica.

En la busqueda de algiin competidor para el analogo 2'-Fluo-AHC-c-di-GMP y
gracias a la disponibilidad en el laboratorio de diferentes nucleotidos ciclicos, como el
cAMP, cIMP, cGMP, c-tetra-GMP, cApGp, pGpG, c-di-AMP o el c-di-IMP, decidimos
realizar nuevos ensayos de FP incubando 10 uM de GImU con todos estos nucleotidos a
una concentracion final de 50 puM, para observar si alguno de ellos era capaz de
competir con el andlogo 2'-Fluo-AHC-c-di-GMP en la unién con GlmU. En la figura
3.15 se recogen los datos de este ensayo de FP competitiva, en el que ninguno de los
nucledtidos ciclicos ensayados fue capaz de competir con el analogo fluorescente del c-
di-GMP, arrojando valores sin diferencia significativa a los obtenidos con el control de

GImU sin ningin nucleotido.
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Figura 3.15. Fluorescencia polarizada competitiva empleando diferentes nucleétidos ciclicos. 10 uM
de GImU fueron incubados con mezclas de varios nucleétidos ciclicos (50 uM) y el analogo fluorescente
2'-Fluo-AHC-c-di-GMP (5 nM). Como control se utiliz6 la proteina GImU sin ningin nucleétido. Cada
barra representa la media de 3 medidas =+ el error estandar. Ademas, se realizaron mediciones del tampon
FP y el fluoréforo solos.

Como no pudimos demostrar una unién especifica de GImU con el ¢c-di-GMP ni
con ningun otro nucledtido ciclico ensayado, finalmente decidimos comprobar la
capacidad de union de GlmU mediante un ensayo de FP competitiva utilizando como
competidor uno de los sustratos de dicha enzima, el UTP (uridina trifosfato).
Concentraciones crecientes de UTP (25 uM a 2.5 mM) fueron incubados con 10 uM de
GImU y 5 nM de 2'-Fluo-AHC-c-di-GMP. Ademads, como control negativo también se
ensayo el nucle6tido cGMP a las mismas concentraciones que el UTP.

Las dos actividades de GImU, acetiltransferasa y uridiltransferasa, dependen de la
presencia de cationes Mngr (Mochalkin et al., 2007; Olsen & Roderick, 2001; Vithani et
al., 2014). En E. coli y Yersinia pestis, se ha estimado como 6ptima la cantidad de 5
mM de MgCl, para ambas actividades in vitro (Gehring et al., 1996; Patin et al., 2015).
Fue por ello que este ensayo de FP con el UTP como competidor, se realizd en
presencia de 5 mM de MgCl,.

En la figura 3.16, se puede observar como el incremento de la cantidad del
sustrato UTP provoca un descenso drastico de la sefial de FP dependiente de la
concentracion, no observandose esta tendencia en los controles con el cGMP. El
descenso de la senal de FP en presencia de la mayor cantidad de UTP (2.5 mM) es de un
58% en comparacion con el control de GImU sin ningin nucledtido. En este ensayo
competitivo, el sustrato UTP consigue desplazar al andlogo fluorescente de c-di-GMP,
sin embargo la cantidad necesaria fue muy elevada, indicando una mayor afinidad por el

analogo fluorescente que por el propio sustrato. Ademas, de este ensayo se deducia que
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el analogo fluorescente del c-di-GMP se ve afectado por el cambio conformacional
generado por la union del UTP al dominio uridiltransferasa de GImU. De esta forma, la
actividad enzimatica de GlmU podria estar regulada por c-di-GMP a través del dominio

uridiltransferasa.
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Figura 3.16. Fluorescencia competitiva en presencia de UTP. Alicuotas (10 uM) de GlmU fueron
incubadas con mezclas de UTP o ¢cGMP a las concentraciones indicadas (25 uM, 250 uM y 2.5 mM),
MgCl, (5 mM) y el analogo fluorescente 2'-Fluo-AHC-c-di-GMP (5 nM). Como control se utilizo la
proteina GImU sin ningln nucledtido. Cada barra representa la media de 3 medidas =+ el error estandar.
Ademas, se realizaron mediciones del tampon FP y el fluordforo solos.

3.5. Calorimetria de titulacion isotérmica

A pesar de la unién observada de GImU al analogo 2’-Fluo-AHC-c-di-GMP, los
resultados de FP competitiva muestran que el c-di-GMP no es capaz de competir con el
andlogo 2’'-Fluo-AHC-c-di-GMP por el hipotético sitio de unidén de la proteina GImU.
Esto abria la posibilidad de que GImU solamente reconozca el c-di-GMP cuando se
encuentra unido 2’-Fluo-AHC-, o que al menos su afinidad por este andlogo sea mucho
mas alta que por el c-di-GMP libre de marca. Por lo que para poder comprobar si existe
una interaccion entre GImU de Ret y el c-di-GMP sin marca, recurrimos a emplear otra
técnica BIA como es la calorimetria de titulacion isotérmica (ITC, del inglés Isothermal
Titration Calorimetry). La ITC es una técnica calorimétrica muy precisa que permite
cuantificar el calor liberado o absorbido en las interacciones biomoleculares exo- y
endotérmicas. En un solo experimento permite determinar todos los pardmetros de dicha
interaccion, como las constantes de equilibrio K y Kp, la estequiometria, la entropia
(AS), la entalpia (H) y la energia libre (AG) (Duff et al., 2011). Si la interaccion entre

las dos biomoléculas a analizar produce una liberacion o absorcion de calor, siendo la
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mayoria de las interacciones proteinas/nucledtidos exotérmicas (Pagano et al., 2009;
Zheng et al., 2012), dicha liberacion se produce de forma progresiva durante las
primeras inyecciones del ligando, hasta hacerse cercano a cero a medida que la
biomolécula se va saturando.

En nuestro caso, el ensayo de ITC consistié en inyecciones secuenciales de 7 pl
de c-di-GMP a 170 uM en una solucion 20 uM de la proteina GImU a 20°C (para mas
informacion ver la seccion Materiales y Métodos). Ademas, como control se realizaron
inyecciones solo del tampon fosfato empleado para diluir tanto la proteina como el c-di-
GMP. Al finalizar los experimentos de ITC (3 horas de duracion), la proteina GImU se
encontraba precipitada tanto en el ensayo control como con el c-di-GMP (Fig. 3.17 Ay
B). Esta precipitacion de GImU podria ser la responsable del cambio calorimétrico
exotérmico observado en ambos ensayos (control y con c-di-GMP). Sin embargo, la
presencia de c-di-GMP, incrementd ligeramente la emision de calor con respecto al
control, ademds de provocar una precipitaciéon mas acusada (datos no mostrados). Por lo
tanto, este segundo mensajero podria estar favoreciendo en alguna medida la agregacion
de GImU en las ultimas fases del experimento, cuando la concentracion de c-di-GMP en
la muestra era mas elevada. En todo caso, la proteina GImU de Ret no soportaba las
condiciones de temperatura (20°C) y agitacion (307 rpm) empleadas en los ensayos de
ITC, por lo que en base a los resultados obtenidos no podemos concluir si GImU es

ciertamente una proteina efectora capaz de unir c-di-GMP.
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Figura 3.17. Termogramas de la interaccion entre GImU y el c-di-GMP mediante ITC. Sucesivas
inyecciones de 7 pul de tampon fosfato (control, A) o c-di-GMP a 170 uM (B), se realizaron sobre una
solucion de GImU a 20 pM. Grafica superior: se representa el calor liberado a lo largo del tiempo. Grafica
inferior: calor liberado por mol de inyectante (integral de las inyecciones representadas en la grafica
superior frente a la relacion molar de proteina).
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DISCUSION CAPITULO 3

El segundo mensajero c-di-GMP es una molécula clave en la regulacion de

diversas funciones bacterianas como la motilidad, la formacién de biopeliculas, la
produccion de EPS y la virulencia, entre otras (Hengge, 2009; Jenal & Malone, 2006;
Romling et al., 2013). Por su importancia clinica y biotecnologica, la investigacion en el
campo del c-di-GMP se ha centrado en la identificacion de proteinas encargadas de la
sintesis y degradacion de este segundo mensajero. Sin embargo, a pesar de las diversas
funciones controladas por c-di-GMP, el ntimero de moléculas efectoras capaces de
traducir los niveles intracelulares de este segundo mensajero en una respuesta especifica
sigue siendo muy escaso. Entre los efectores del c-di-GMP descritos hasta el momento,
encontramos moléculas de diversa naturaleza, como proteinas con dominios PilZ, varios
factores de transcripcion, DGC y PDE con dominios degenerados o incluso moléculas
de ARN (riboswitches). Hoy en dia, gracias al empleo de novedosas metodologias para
la busqueda e identificacion de proteinas efectoras, estamos solo al principio del
descubrimiento de posibles efectores y las rutas de sefializacion donde estan implicados.

En este capitulo hemos abordado la identificacion de nuevas proteinas efectoras
del c¢-di-GMP en el rizobio Rhizobium etli CFN42 (Ret). Entre las distintas
metodologias descritas hasta el momento, nosotros nos decantamos por la utilizada por
Diivel y colaboradores (Diivel et al., 2012). Esta se basa en el empleo de un analogo del
c-di-GMP inmovilizado sobre un soporte solido como es la sefarosa, para el aislamiento
de hipotéticas proteinas efectoras capaces de unir c-di-GMP. Es una técnica rapida y
sencilla que permite la obtencion de muestras enriquecidas en hipotéticas proteinas
efectoras para su posterior identificacion mediante espectrometria de masas. No
obstante, como otros meétodos similares, presenta varios handicaps, como son la
apariciéon de falsos positivos por union inespecifica con la matriz de sefarosa o la
degradacion del andlogo por PDE presentes en los lisados. Esta metodologia basada en
la cromatografia de afinidad, ha sido previamente utilizada con éxito en la identificacion
del interactoma de otros nucleodtidos ciclicos como el cGMP (Bertinetti et al., 2009;
Scholten et al., 2006). En nuestro estudio se ha utilizado el analogo 2'-AHC-c-di-GMP,
que posee un grupo 6-aminohexilcarbamoil unido al 2’-hidroxilo de una de las ribosas y

que es eficientemente inmovilizado a la sefarosa a través del grupo amino.
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A la hora de inmovilizar pequefias moléculas, uno de los mayores problemas es la
pérdida de la capacidad de unioén del ligando. Por lo que es necesario un estudio
exhaustivo para mantener intactos aquellos residuos o grupos funcionales involucrados
en la interaccion. En la molécula de c-di-GMP, el grupo cetona y el nitrégeno en
posiciones 6 y 7 respectivamente del anillo de guanina, actian como aceptores de
enlaces de hidrogeno. Ademas, los grupos fosfato del c-di-GMP también se encuentran
implicados en la interaccion con algunos residuos aminoacidicos de las proteinas
efectoras (Benach et al., 2007; Chan et al., 2004; Chou & Galperin, 2016; Ko et al.,
2010; Wassmann et al., 2007). El analogo 2"-AHC-c-di-GMP se encuentra unido a la
sefarosa por el grupo 2’-hidroxilo de una de las ribosas, una posicion en principio no
involucrada en las interacciones c-di-GMP/proteina, por lo que mantendria su capacidad
de unidn con las moléculas efectoras.

Para la identificacion de posibles proteinas efectoras en Ret, se realizaron tres
experimentos independientes incubando lisados de esta bacteria con la sefarosa
modificada con el andlogo del c-di-GMP. Ademas, y como control de las interacciones
inespecificas, de forma paralela se incubaron los lisados de Ret con sefarosa sin el
analogo. Tras la espectrometria de masas, aproximadamente el 50% de las proteinas
eluidas de la sefarosa con el andlogo también se encontraban en la sefarosa control. La
mayoria de estas proteinas contaminantes eran proteinas ribosomales y chaperonas, que
por su abundancia relativa en el interior celular habrian quedado unidas de forma
inespecifica a la sefarosa. En P. aeruginosa, Diivel y colaboradores, también observaron
esta tendencia en su trabajo, y es que este es uno de los principales puntos criticos de
esta metodologia, haciendo imprescindible contar con controles robustos para reducir al
maximo la aparicion de falsos positivos. En nuestro caso, decidimos ser restrictivos y
descartar cualquier proteina que apareciera en alguno de los experimentos control. De
esta forma, se obtuvo una lista de 66 proteinas diferentes que no aparecian en los
experimentos control y que por tanto eran candidatas a proteinas efectoras del c-di-
GMP. De estas 66 proteinas solo 10 aparecieron comunes en los tres experimentos de
afinidad, indicando una baja reproducibilidad de la técnica.

En nuestra lista de hipotéticas proteinas efectoras, no se ha encontrado ninguna
con dominios PilZ, GGDEF y/o EAL degenerados. La ausencia de proteinas efectoras

del c-di-GMP conocidas podria tener distintas explicaciones: i) en R. etli no se conocen
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las condiciones ni la fase de crecimiento donde se expresan estas proteinas. El
crecimiento de Ret para los experimentos de afinidad, fue en medio rico TY y la
recogida de las células para la obtencion de los lisados, se hizo en una fase estacionaria
temprana (DOgpp 0.8-0.9), pudiendo no darse las condiciones adecuadas para la
expresion de dichas proteinas; ii) la abundancia relativa de proteinas con dominios PilZ,
GGDEF y EAL en el interior de las bacterias puede ser muy baja en comparaciéon con
otros hipotéticos dominios efectores no descritos hasta el momento; iii) la afinidad de
estas proteinas por el andlogo empleado en la cromatografia de afinidad, puede ser
menor o incluso mayor que la afinidad por el propio c-di-GMP. En el primero de los
casos, estas proteinas no se unirian al analogo, mientras que en el segundo de los casos
las proteinas no serian eluidas al incubar con c-di-GMP no marcado.

También cabe destacar que entre el listado de posibles proteinas efectoras no
hemos identificado ninguna relacionada con funciones bacterianas reguladas por c-di-
GMP, como motilidad o la produccién de EPS. Tampoco se han encontrado proteinas
codificadas en los 6 plasmidos o replicones que forman parte del genoma de Ret, por lo
que no hay proteinas especificas de los rizobios, sino mas bien proteinas con funciones
generales ampliamente conservadas en bacterias. Si se han identificado numerosas
proteinas que forman parte de la misma ruta metabdlica, como la sintesis de lisina
(DapDEF), leucina (LeuBCDS) o purinas (PurFHL), por lo que podria tratarse de
complejos proteicos donde solo una de las proteinas es la encargada de unir el c-di-
GMP y el resto de proteinas habrian sido arrastradas durante el proceso de elucion.
Ademas, se han identificado proteinas que no presentan ninguna relacion funcional,
pero los genes que las codifican se localizan muy proximos en el genoma. En este
ultimo caso podriamos encontrarnos en una region del genoma que estaria activamente
transcribiéndose en el momento de recogida de células, bien en respuesta a una
determinada sefial (regulon) o bien, como una estrategia bacteriana de localizar
proximos aquellos genes que van a ser transcriptos en un momento dado.

Tras seleccionar 9 de las 66 posibles proteinas efectoras, en base a la presencia de
algin dominio de interés, como la posible union de nucleétidos, los genes de dichas
proteinas se sobreexpresaron en E. coli para corroborar su uniéon mediante dot blot. Las
proteinas de Ret, RHE CH02207 y RHE CHO1767 con dominios PilZ predichos,

fueron utilizadas como controles internos y dieron una sefial fluorescente positiva,
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indicativa de una interaccion entre el analogo fluorescente y dichas proteinas a través de
su dominio PilZ. Sin embargo la proteina CelA, asi como su dominio PilZ (celPilZ), a
pesar de que la regulacion de la actividad celulosa sintasa esta descrita en numerosas
especies bacterianas (Fujiwara et al., 2013; Morgan et al., 2013; Omadjela et al., 2013;
Ross et al., 1987), no dieron ninguna senal fluorescente en las condiciones ensayadas.
Esto podria ser debido a los problemas de expresion presentados, ya que en ambos
casos, a pesar de las modificaciones en las condiciones de cultivo, no se pudieron
visualizar en geles SDS-PAGE.

En lo que respecta a las 9 proteinas seleccionadas para los experimentos de
afinidad con el andlogo 2"-AHC-c-di-GMP, solo las proteinas TolB, NdrR, GImU y Dgt
mostraron unos valores de fluorescencia mayores a los de los respectivos controles
portando el vector vacio. El resto de proteinas sobreexpresadas presentaban una sefial
similar o inferior a los controles. Esta ausencia de sefal positiva podria tener diferentes
explicaciones: i) nos encontramos ante falsos positivos que se han unido de forma
inespecifica al analogo del c-di-GMP o a la sefarosa, ii) la sobreexpresion de las
proteinas de Ret tiene lugar en E. coli, por lo que las condiciones de plegamiento,
presencia de cofactores y/u otras proteinas pueden ser diferentes a las presentes en Ret y
no ser las adecuadas, iii) algunas proteinas como Alla, no son sobreexpresadas a niveles
suficientes en E. coli para la deteccion con el analogo 2’-Fluo-AHC-c-di-GMP. Para
posteriores estudios mas detallados decidimos escoger las proteinas GlmU y Dgt por
presentar un ratio de fluorescencia comprendido entre los obtenidos con las proteinas de
Ret con dominio PilZ, RHE CH02207 y RHE CHO01767. Para eliminar cualquier
interferencia con otras proteinas, Dgt y GImU fueron purificadas para corroborar su
union con el c-di-GMP mediante dot blot y fluorescencia polarizada (FP).

La proteina Dgt de Ret mostré una sefial positiva en ensayos de dot blot
empleando el andlogo 2'-Fluo-AHC-c-di-GMP. Sin embargo, con esta misma técnica al
realizar ensayos de competicion con c-di-GMP no marcado, Dgt presentd un
comportamiento inesperado, pues se incrementaba la fluorescencia con el incremento de
c-di-GMP puro. Estos resultados podian sugerir un efecto cooperativo del c-di-GMP, de
forma que la unidén de una molécula de c-di-GMP facilitara la union posterior de otras
moléculas, recordando al modelo de interaccion hemoglobina-oxigeno (Bohr, 1904).

Para confirmar estos resultados mostrados en los dot blot, decidimos emplear la FP
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utilizando el mismo analogo fluorescente 2’-Fluo-AHC-c-di-GMP. En este caso, al
contrario a lo observado en los ensayos de dot blot, Dgt no presentd ningun tipo de
interaccion con el analogo del c-di-GMP en ninguna de las condiciones experimentales
ensayadas (proteina sola, incubacién con B-mercaptoetanol o con diferentes cofactores
metalicos). Estos resultados contradictorios observados para Dgt empleando el mismo
analogo del ¢-di-GMP pero con distinta metodologia, llevan a pensar que las diferentes
técnicas empleadas pueden sesgar los resultados finales. Asi, mientras en el dot blot la
interaccion tiene lugar sobre una superficie sélida (membrana de nitrocelulosa), en FP la
interaccion ocurriria en una solucion acuosa. Basandonos en que Dgt es una proteina
soluble sin ningin dominio transmembrana (Singh et al., 2015), tal vez la FP presenta
unas condiciones mas semejantes a lo que estaria ocurriendo en el interior celular. Sin
embargo, con los datos obtenidos no podemos concluir que Dgt no una c-di-GMP, ya
que hay que tener en cuenta que los ensayos de afinidad con el andlogo 2'-AHC-c-di-
GMP se realizaron a partir de lisados de Ret, mientras que los ensayos de union tanto de
dot blot como de FP, se han realizado a partir de proteina purificada desde E.coli donde
tal vez no se den las condiciones de plegamiento, cofactores y/o proteinas necesarias
para la interaccion con el c-di-GMP.

La proteina GImU de Ret purificada mostr6 una sefal fluorescente positiva en los
ensayos de dot blot, siendo esta mas intensa que la mostrada por Dgt, indicando una
mayor afinidad de GImU por el anadlogo 2’-Fluo-AHC-c-di-GMP. La interaccion entre
GImU y este andlogo fluorescente se corrobordé mediante FP dando una Ky (2,37 uM)
en el rango de micromolar, en concordancia con otras proteinas efectoras previamente
descritas (Fang et al., 2014; Hickman & Harwood, 2008; Merighi et al., 2007; Newell et
al., 2009). Ademas, esta interaccion es especifica para el analogo 2’-Fluo-AHC-c-di-
GMP pues GlmU no presentd interaccion con otros andlogos fluorescentes del c-di-
AMP ni con otros derivados del c-di-GMP con el grupo Fluo en distinta posicion. Estos
resultados apuntan a que la combinacion de la molécula de c-di-GMP junto con la
modificacion en el hidroxilo 2°de una de las ribosas, son necesarios para la interaccion
con GImU. Sin embargo, al igual a lo observado en los dot blot, el c-di-GMP sin marcar
no era capaz de competir con el anadlogo fluorescente. Tan solo se observéd una cierta
disminucion (entre un 5% y un 10%) en la interaccion de GlmU con el analogo

fluorescente mediante una incubacion previa de la proteina con el c-di-GMP sin marca.
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No obstante, los niveles de c-di-GMP empleados (50 y 500 puM) para ver dicha
disminucion, eran muy elevados en comparacion con la cantidad de analogo utilizada (5
nM), si bien es cierto que este efecto parece ser especifico, ya que la preincubacion con
cantidades similares de diferentes nucledtidos ciclicos no produjo ningin efecto (Fig.
3.15). Igualmente es interesante resefiar que uno de los sustratos de la enzima, el UTP,
pudo competir con el anidlogo en mayor medida que el c-di-GMP, sugiriendo que la
union del anédlogo del c-di-GMP a GlmU podria ocurrir a nivel del dominio N-terminal
uridiltransferasa.

Desgraciadamente el intento de concluir si GImU era capaz de unir el c-di-GMP
libre marca, mediante calorimetria isoterma de titulacion (ITC) fue infructuoso debido a
la precipitacion de la proteina durante el ensayo. No obstante, los termogramas y grado
de precipitacion presentados en presencia y ausencia de este segundo mensajero son
diferentes, sugiriendo que la presencia de c-di-GMP podria acelerar la formacion de
agregados de GlmU. Dicha enzima funciona normalmente como trimeros, pero también
puede formar hexdmeros como una forma de control de la actividad enzimatica (Trempe
et al., 2011). Los hexameros se formarian por interacciones entre trimeros, a través del
N-terminal, lo que abre la interesante posibilidad que el c-di-GMP pudiera regular la
actividad de GImU controlando su grado de multimerizacion. A través del empleo de
proteina purificada o lisados celulares seria interesante evaluar el efecto de la presencia
de c-di-GMP sobre las dos actividades enzimaticas de GImU.

En este capitulo hemos emprendido el trabajo de identificacion de nuevas
proteinas efectoras del c-di-GMP en Ret. Sin embargo, no podemos concluir que
ninguna de las proteinas identificadas mediante cromatografia de afinidad empleando el
andlogo 2'-AHC-c-di-GMP realmente sea una proteina efectora. Existen diferentes
razones que podrian explicar esta falta de interaccion entre las proteinas GImU y Dgt y
el segundo mensajero c-di-GMP: i) la expresion desde la bacteria E. coli podria
ocasionar plegamientos inadecuados en las proteinas, impidiendo la correcta unién con
el c-di-GMP, ii) la ausencia de otras proteinas, cofactores y/o sustratos en E. coli o tras
el proceso de purificacion que sean necesarias para la interaccion con c-di-GMP vy iii)
las moléculas de c-di-GMP podrian unirse a las proteinas GImU y Dgt en forma de
dimeros o alguna forma oligomérica superior, como previamente se ha observado en

otras proteinas efectoras (Gentner et al., 2012; Tschowri et al., 2014). Ademas, Fang y
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colaboradores (Fang et al., 2014), han ensayado la funcionalidad de distintos analogos
del c-di-GMP empleando DRaCALA. Ellos observan que el 2'-Fluo-AHC-c-di-GMP
funciona bien con proteinas efectoras previamente identificadas, pero que genera la
aparicion de muchos falsos positivos. Mientras que el **P-c-di-GMP era mas especifico
aunque también daba lugar a falsos negativos, pues no fue capaz de unirse a algunas
proteinas efectoras conocidas.

En resumen, la combinacion de factores como la posible necesidad de proteinas
coadyuvantes que pudieron estar presentes en los extractos celulares utilizados para la
cromatografia de afinidad pero no posteriormente; un inadecuado plegamiento en E.
coli, junto con el uso de un analogo de c-di-GMP en la cromatografia de afinidad,
diferente del derivado fluorescente empleado posteriormente, podrian explicar que no
haya sido posible demostrar la unioén especifica de c-di-GMP a ninguna de las proteinas
seleccionadas. El empleo de diferentes condiciones de cultivo de las bacterias para la
produccion de los extractos proteicos para la cromatografia de afinidad, asi como la
sobreexpresion de las proteinas candidatas en la bacteria Ret en lugar de E. coli, junto
con el uso de diferentes derivados de c-di-GMP, podrian proporcionar condiciones mas

propicias para la identificacion de nuevos efectores de c-di-GMP en R. etli.
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Anexos capitulo 3

3.1. Construccién de plasmidos para la sobreexpresién de posibles proteinas

efectoras.

Para llevar a cabo la sobreexpresion de las posibles proteinas con capacidad de
unidon a c-di-GMP, identificadas previamente mediante cromatografia de afinidad y
posterior espectrometria de masas, se emplearon los vectores pQE-80L o pET-28b(+).
En todos los casos, para la amplificacion se utilizo ADN gendémico de Rhizobium etli

CFN42 previamente aislado y purificado mediante kit en el laboratorio.

3.1.1. Construccion del plasmido pQES80-dgt

Para la amplificacion completa del gen dgt de Rhizobium etli CFN42 se disefiaron
los siguientes oligonucle6tidos especificos:

dgtF: 5" TTTAGGATCCACGGTTGACAGACGGGCT

dgtR: 5" ACCTAAGCTTCGCTGCCTATCGCAAATC

Una vez obtenido el producto de PCR de 1241 pb, se procedid a su purificacion
mediante electroelucion. A continuacion se digirié el fragmento con las enzimas de
restriccion BamHI y HindIII (subrayadas en la secuencia de los oligonucledtidos) y se

ligd con el vector pQE-80L, previamente digerido con ambas enzimas.

3.1.2. Construccion del plasmido pQE80-surkE

Para la amplificacion completa del gen SUrE de Rhizobium etli CFN42 se
disefiaron los siguientes oligonucledtidos especificos:

surEF: 5" CTTTGGATCCCGCATCCTGCTTACGAAT

surER: 5" ACCCAAGCTTTCAAACCTGTGCTCCGTA

Una vez obtenido el producto de PCR de 791 pb, se procedio a su purificacion
mediante electroelucion. A continuacion se digirié el fragmento con las enzimas de
restriccion BamHI y HindIII (subrayadas en la secuencia de los oligonucleotidos) y se

ligd con el vector pQE-80L, previamente digerido con ambas enzimas.
3.1.3. Construccion del plasmido pQE80-gimU

Para la amplificacion completa del gen glmU de Rhizobium etli CFN42 se

disefiaron los siguientes oligonucle6tidos especificos:
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glmUF: 5" TTTAGGATCCGAACGTACTTGTCTTGCC

glmUR: 5" ACCCAAGCTTTCAAGCCTCGGCCTTTTTC

Una vez obtenido el producto de PCR de 791 pb, se procedié a su purificacion
mediante electroelucion. A continuacion se digirio el fragmento con las enzimas de
restriccion BamHI y HindIII (subrayadas en la secuencia de los cebadores) y se ligd con

el vector pQE-80L, previamente digerido con ambas enzimas.

3.1.4. Construccion del plasmido pQE80-nrdR

Para la amplificacion completa del gen nrdR de Rhizobium etli CFN42 se
disefiaron los siguientes oligonucledtidos especificos:

nrdRF: 5" AAATGGATCCCGCTGCCCCTATTGCGGTTC

nrdRR: 5" AGCCAAGCTTTCATCTGTCCAGCGGGTC

Una vez obtenido el producto de PCR de 494 pb, se procedié a su purificacion
mediante electroelucion. A continuacion se digiridé el fragmento con las enzimas de
restriccion BamHI y HindIII (subrayadas en la secuencia de los oligonucleodtidos) y se

ligd con el vector pQE-80L, previamente digerido con ambas enzimas.

3.1.5. Construccion del plasmido pQE80-allA

Para la amplificacion completa del gen allA de Rhizobium etli CFN42 se
disefiaron los siguientes oligonucledtidos especificos:

allAF: 5" ACCTGGATCCTTGCCCGAATTTCTCGAC

allAR: 5" AATCAAGCTTTCATGGCGCTGGCTCTTTG

Una vez obtenido el producto de PCR de 521 pb, se procedio a su purificacion
mediante electroelucion. A continuacion se digirié el fragmento con las enzimas de
restriccion BamHI y HindIII (subrayadas en la secuencia de los oligonucleodtidos) y se

ligd con el vector pQE-80L, previamente digerido con ambas enzimas.

3.1.6. Construccion del plasmido pQE80-pgi

Para la amplificacion completa del gen pgi de Rhizobium etli CFN42 se disefiaron
los siguientes oligonucleotidos especificos:

pgiF: 5" CTTAGGATCCAACGCCATCGTCGAACAG

pgiR: 5" AATCGGTACCCTATTTCGCGAGCTTCGC
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Una vez obtenido el producto de PCR de 1643 pb, se procedid a su purificacion
mediante electroelucion. A continuacion se digirid el fragmento con las enzimas de
restriccion BamHI y KpnlI (subrayadas en la secuencia de los oligonucleétidos) y se ligd

con el vector pQE-80L, previamente digerido con ambas enzimas.

3.1.7. Construccion del plasmido pQE80-clpX

Para la amplificacion completa del gen clpX de Rhizobium etli CFN42 se
disefiaron los siguientes oligonucle6tidos especificos:

clpXF: 5" AATCGGATCCAGCAAGGTCAGCGGCAGC

clpXR: 5" TAATAAGCTTTCACGCCGAAGCGTTGGC

Una vez obtenido el producto de PCR de 1295 pb, se procedio a su purificacion
mediante electroelucion. A continuacion se digiridé el fragmento con las enzimas de
restriccion BamHI y HindIII (subrayadas en la secuencia de los oligonucledtidos) y se

ligd con el vector pQE-80L, previamente digerido con ambas enzimas.

3.1.8. Construccion del plasmido pQE80-tolB

Para la amplificacion completa del gen tolB de Rhizobium etli CFN42 se
disenaron los siguientes oligonucledtidos especificos:

tolBF: 5" CGTAGGATCCGTCAAGTGTTCCCTCATC

tolBR: 5" TACCAAGCTTCTACTCCAGCAGCGGTGAC

Una vez obtenido el producto de PCR de 1328 pb, se procedid a su purificacion
mediante electroelucion. A continuacion se digirio el fragmento con las enzimas de
restriccion BamHI y HindIII (subrayadas en la secuencia de los oligonucleodtidos) y se

ligd con el vector pQE-80L, previamente digerido con ambas enzimas.

3.1.9. Construccion del plasmido pQE80-aroA

Para la amplificacion completa del gen aroA de Rhizobium etli CFN42 se
disefiaron los siguientes oligonucledtidos especificos:

aroAF: 5" ATTAGAGCTCACACGCACCGCCAAACTC

aroAR: 5" ACCCAAGCTTTCAATCCTTGTCCCGATAG

Una vez obtenido el producto de PCR de 1280 pb, se procedié a su purificacion

mediante electroelucion. A continuacion se digiridé el fragmento con las enzimas de
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restriccion Sacl y HindIII (subrayadas en la secuencia de los oligonucleétidos) y se ligd

con el vector pQE-80L, previamente digerido con ambas enzimas.

3.1.10. Construccion del plasmido pET28celA

Para la amplificacion completa del gen celA de Rhizobium etli CFN42 se
disefiaron los siguientes oligonucledtidos especificos:

celAF: 5" ATTTGAGCTCGCCCGGGGTAACTGACGG

celAR: 5" TTCTAACGCGGCCGCTCATCCGGCATTGACCTTTG

Una vez obtenido el producto de PCR de 2270 pb, se afiadieron extremos 3'-dA
incubando el fragmento con una polimerasa sin correccion de errores y dATP. Tras la
purificacién del fragmento mediante electroelucion, se clon6 en el vector pCR® 2.1-
TOPO® dando lugar al plasmido TOPOcelA. A continuacion, este vector se digirid con
las enzimas de restriccion Sacl y Notl (subrayadas en la secuencia de los
oligonucle6tidos) para obtener el fragmento que contenia el gen celA, el cual se ligé con

el vector pET-28b (+), previamente digerido con ambas enzimas.

3.1.11. Construccion del plasmido pQE80-celPilZz

Para la sobrexpresion del dominio PilZ de la celulosa sintasa CelA de Rhizobium
etli CFN42, se amplificaron los ultimos 173 aminoacidos de los 748 totales que presenta
la proteina. Aunque ademas del ADN correspondiente al dominio PilZ se amplific6 un
fragmento extra correspondiente a un pequefio fragmento transmembrana, segin el
programa SOSUI la proteina formada no iria a membrana. Se emplearon los siguientes
oligonucledtidos especificos:

celPilZF: 5" TAAAGGATCCCTTGGCGTCGTGTCGGAAC

celPilZR: 5" ACCCAAGCTTTCATCCGGCATTGACCTTTG

Una vez obtenido el producto de PCR de 542 pb, se procedio a su purificacion
mediante electroelucion. A continuacion se digirio el fragmento con las enzimas de
restriccion BamHI y HindIII (subrayadas en la secuencia de los oligonucleotidos) y se

ligd con el vector pQE-80L, previamente digerido con ambas enzimas.
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3.1.12. Construccion del plasmido pQE80-1767
Para la amplificacion completa del gen RHE CHO01767 de Rhizobium etli CFN42

se disefiaron los siguientes oligonucle6tidos especificos:

pilZF: 5" AGTCGAGCTCACCCGAAACCTGAAAATC

pilZR: 5" CGGGAAGCTTGAGATAGTCTTGAAGCG

Una vez obtenido el producto de PCR de 591 pb, se procedi6 a su purificacion
mediante electroelucion. A continuacion se digirio el fragmento con las enzimas de
restriccion Sacl y HindIII (subrayadas en la secuencia de los oligonucledtidos) y se ligd

con el vector pQE-80L, previamente digerido con ambas enzimas.

3.1.13. Construccion del plasmido pQE80-2207

Para la amplificacion completa del gen RHE CHO02207 de Rhizobium etli CFN42
se disefiaron los siguientes oligonucledtidos especificos:

pilZ22-F: 5" TTTAGGATCCCACTCGTTCCAGCCAGCTC

pilZ22-R: 5" ACCCAAGCTTAAGCTGTCAAAGAAATTCGC

Una vez obtenido el producto de PCR de 635 pb, se procedi6 a su purificacion
mediante electroelucion. A continuacion se digiridé el fragmento con las enzimas de
restriccion BamHI y HindIII (subrayadas en la secuencia de los oligonucledtidos) y se

ligd con el vector pQE-80L, previamente digerido con ambas enzimas.
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Conclusions

1. The artificial increments of intracellular c-di-GMP content in various symbiotic or
pathogenic plant-interacting bacteria, result in common free-living responses including
reduction of motility, increased production of exopolysaccharides, flocculation in liquid

media and enhanced biofilm formation.

2. In rhizobia-legumes interactions, increased intracellular c-di-GMP levels may
produce contrasting effects, depending on the specific plant-bacteria association and the
stage of the symbiotic interaction considered. In general, the early stages of the
interaction are favoured since enhanced adhesion to plant roots, but the symbiotic
efficiency can be decreased, especially in the R. etli-P.vulgaris interaction, with less

nodulation and reduced aerial biomass and nitrogen content of plants.

3. Mini-Tn7 delivery vectors for the integration and stable expression of the pleD* gene
in different plant-interacting bacterial genomes, are useful to artificially increase the
intracelullar levels of ¢-di-GMP, similar to plasmid-borne pleD* (pJBpleD*). However,
the higher stability of mini-Tn7 constructions makes them preferred tools under
conditions where a selective pressure cannot be applied. Moreover, pleD* expression
can be regulated by the inducible LacI/IPTG system, allowing modulation of the c-di-

GMP levels and its associated phenotypes on demand.

4. The EPS cellulose and Mixed-Linkage B-Glucan (MLG) contribute synergistically to
the CR" and CF' phenotypes of R. etli upon increasing the c-di-GMP intracellular
content. However, cellulose seems the main EPS involved in flocculation and biofilm
formation, as well as adhesion of bacteria to both abiotic and biotic surfaces, in

response to elevated c-di-GMP levels.

5. Overproduction of cellulose and MLG by R. etli does not explain the lower symbiotic
efficiency observed at high intracellular c-di-GMP levels, suggesting that c-di-GMP
negatively affects other functions important for symbiosis. Moreover, production of
either one of those EPS may be important for normal nodule infection, as deduced from
the abnormal infection pattern shown by a celAB/bgsA” double mutant at high c-di-
GMP levels.

6. The large number of false positives brought about by the chemical proteomics

approach followed in this thesis, highlight the inefficiency of this and others so-called
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high throughput approaches for the identification of c-di-GMP protein effectors. Several
drawbacks have been identified which should be considered to improve the efficiency of

these methods.
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