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RESUMEN

Los sistemas RND (Resistance-Nodulation-Cell-Division) son una familia de
transportadores bacterianos que permiten la expulsién de sustancias antimicrobianas vy,
en algunos casos, de metabolitos enddgenos como las AHL (N-acil homoserina lactonas),
moléculas que actGan como autoinductores en el mecanismo de quorum sensing. Es
comun encontrar este sistema de comunicacion en los rizobios, bacterias Gram-negativas
del suelo que fijan nitrégeno atmosférico en simbiosis con raices de plantas leguminosas.
En este trabajo, se indagara sobre efectos fenotipicos que producen las AHL sobre Ensifer
meliloti SVQ747, un rizobio aislado de las marismas del Odiel, y E. meliloti SVQ749, su
mutante en el sistema RND NolG. Los resultados obtenidos apuntan a que las AHL
parecen afectar a la movilidad de tipo swimming y a la produccién de EPS. Sin embargo,
no tienen un papel relevante en la efectividad de la simbiosis con la alfalfa (Medicago
sativa), aunque si parecen influir en la capacidad competitiva por la nodulacion. Ademas,
la mayor capacidad competitiva que presenta E. meliloti SVQ749 podria deberse a

cambios en la produccion o exportacion de AHL que habria que continuar estudiando.

INTRODUCCION

Las bacterias utilizan diferentes mecanismos para resistir a las sustancias
antimicrobianas a las que estan expuestas. EI mecanismo mas comun consiste en el
empleo de bombas dependientes de gasto energético que expulsan activamente estas
sustancias al exterior, lo que disminuye su concentracion activa en el interior de la célula
y dificulta su acceso a la molécula diana. Algunas de estas bombas confieren resistencia
a més de una sustancia diferente, fendmeno denominado “resistencia cruzada”. Entre ellas
encontramos los transportadores del sistema MDR (Multidrug Resistance flux pumps)
(Blanco et al., 2016), entre los cuales se han descrito cinco familias diferentes. Una de
ellas es la familia RND (Resistance-Nodulation-cell Division), que utiliza la fuerza protén
motriz para dirigir la translocacion de sustancias al exterior. Su estructura consiste en un
complejo de tres proteinas: una de membrana interna (proteina RND), una de fusion en
el espacio periplasmico (MFP) y una de membrana externa (OMP) (Eda et al., 2011,
Fernando y Kumar, 2013). En Escherichia coli, donde la estructura se conoce muy bien,
estos componentes se denominan AcrB, AcrA 'y TolC, respectivamente (Figura 1). Los
tres forman un canal continuo a través del periplasma que permite translocar un sustrato

desde la membrana interna al exterior (Blair y Piddock, 2009).
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Los sistemas RND no sélo permiten devolver al medio compuestos tdxicos
procedentes del exterior, sino que, en algunos casos, también parecen expulsar
metabolitos end6genos, algunos de ellos mediadores del mecanismo de quorum sensing
(QS) (Fernando y Kumar, 2013). EI QS es un proceso de comunicacién intercelular en el
que las bacterias producen y detectan a la vez moléculas sefial Ilamadas autoinductores
(Al) que modifican la expresion génica, lo que les permite generar respuestas coordinadas
entre las células de la poblacion. Estas moléculas son sintetizadas constitutivamente a
muy baja concentracidn, por lo que se requiere de una alta densidad celular para alcanzar
una concentraciéon molecular critica que afecte a la mayoria de la poblacion (Fuqua y
Greenberg, 2002). Las sefiales mas utilizadas por bacterias Gram-negativas son de tipo
N-acil homoserina lactona (AHL), formadas por un anillo de homoserina lactona y una
cadena acilica de longitud variable con distintas modificaciones (Figura 2) (Kan et al,
2017; Blanco et al., 2016).
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Figura 1. Estructura de los transportadores RND en E. coli.  Figura modificada de Chan et al.

Figura modificada de Alvarez-Ortega et al. (2013) (2014).

El mecanismo de QS es muy comun en bacterias Gram-negativas asociadas a
plantas y regula muchos procesos fisiolégicos implicados en la interaccion planta-
microorganismo. Es el caso de los rizobios, bacterias Gram-negativas del suelo que, en
simbiosis con plantas leguminosas, son capaces de fijar nitrdgeno molecular y reducirlo
hasta amonio, que puede ser incorporado por la planta. El rasgo principal de esta simbiosis
es la formacion de nddulos en las raices de la planta, estructuras que proporcionan un

ambiente anaerobio idoneo para la actividad fijadora de la nitrogenasa (Oldroyd et al.,
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2011). El proceso simbidtico comienza cuando los rizobios reconocen moléculas sefial
liberadas por la raiz llamadas flavonoides que activan en la bacteria a la proteina NodD,
reguladora transcripcional de los genes nod. Los productos codificados por estos genes
participan en la sintesis de moléculas especificas de cada estirpe denominadas factores
Nod o LCO, implicados en procesos como la curvatura del pelo radical y la formacion
del meristemo nodular en el interior de la raiz, ambos fenGmenos necesarios para la
nodulacién. Los nodulos resultantes pueden ser determinados o indeterminados, siendo
los primeros nodulos globulares sin meristemo persistente, y los segundos nddulos

cilindricos con meristemo persistente (Saeki, 2011). Un esquema del proceso de

nodulacién e imagenes de los dos tipos de nddulo aparecen representados en la Figura 3.

Figura 3. A. Formacién de noédulos determinados (arriba) y nédulos indeterminados (abajo). (a)
Los rizobios se unen a los extremos de los pelos radicales, (b) detectan flavonoides especificos de las
leguminosas y secretan factores Nod para inducir la curvatura de la raiz. (c) La raiz adopta la forma de
cayado de pastor y atrapa a los rizobios. La pared celular de la célula radical se invagina y comienza a
formar un conducto, el tubo de infeccion. (d) El tubo de infeccién crece hacia el interior del cortex (e)
y se va ramificando. (f,g) Las bacterias llegan a las células del meristemo nodular y entran en ellas en
un proceso parecido a la endocitosis, quedando envueltas por membrana de la célula vegetal. En ese
momento son liberados al citosol de la célula vegetal. (h) En este estado empiezan a alargarse,
diferencidndose asi a bacteroides. En un momento determinado comienzan la fijacion de nitrégeno,
pasando a llamarse simbiosomas. (i) Tras un periodo de fijacion, las células nodulares entran en
senescencia. (j,k) La mayoria de los bacteroides de los nédulos determinados, junto con las bacterias
que aun permanecen en el tubo de infeccion, vuelven al suelo. No ocurrira en tan elevada proporcion
en el caso de los nodulos indeterminados. Los puntos rotulados en ndmeros romanos representan
diferentes zonas en el nédulo: | — Meristemo nodular, 1l — Zona de invasion, |11 — Zona de fijacion del
N2, IV — Zona de senescencia (Saeki, 2011). B. Nddulo determinado tipico de la simbiosis entre
Lotus japonicus y Mesorhizobium loti (Okazaki et al., 2007). C. Nodulo indeterminado tipico de la
simbiosis entre E. meliloti y Medicago sativa (Rivas et al., 2009).



En rizobios, el QS permite regular ciertos comportamientos como la transferencia
de plasmidos e islas simbioticas, la produccion de exopolisacaridos (EPS), la movilidad
bacteriana, la formacion de biofilms, la nodulacién o la fijacion del nitrégeno. Estos
fenotipos pueden ser relevantes en la simbiosis ya que, en algunos casos, su expresion
coordinada facilita la transicion desde la forma de vida libre del rizobio a la forma
simbionte. En E. meliloti Rm1021, se ha estudiado como las AHL acttan sobre estos
fenotipos. Esta estirpe presenta tres genes cromosomicos clave: sinl, sinR y expR (Figura
4). sinl codifica una AHL-sintasa que sintetiza AHL a partir de S-adenosil-L-metionina
(SAM) y de acil-ACP. Aguas arriba se encuentra sinR, que codifica un regulador
transcripcional independiente de AHL que controla positivamente la expresion de sinl.
En otra region cromosomica se encuentra expR, que codifica otro regulador que actda,
entre otros genes, sobre sinl. La actuacion de ExpR sobre sinl varia segun la
concentracion de AHL.: a concentraciones moderadas, aumenta su expresion, generando
el bucle de retroalimentacion positiva propio del fendmeno de QS, mientras que, a altas
concentraciones, silencia la expresion de sinR, lo que lleva a una retroalimentacion
negativa de sinl (Calatrava-Morales et al., 2018). Ademas, hay otros factores influyentes
como, por ejemplo, la limitacién de fosfato (MclIntosh et al., 2009), carbono o nitrégeno

(Krol y Becker, 2011), que favorecen la expresion de sinl.

/sinR/— |CAHLY| —— /pilA1/-==-~ + [ Pili tipo IV (Fip) |

N

Succinoglucano y visN/——>| Movilidad por flagelo
galactoglucano (EPS) Quimiotaxis

Figura 4. Esquema de los cambios transcripcionales que ocurren en E. meliloti Rm1021 durante
el mecanismo de QS. En el recuadro, se representa la disposicion de los genes sinl, sinR y expR en
el cromosoma bacteriano. A concentraciones moderadas de AHL, éstas forman un complejo con
ExpR que activa la expresion de sinl, lo que se traduce en un aumento de los niveles de AHL. A
concentraciones altas, el complejo ExpR-AHL inhibe la expresion de sinR. Por otro lado, la formacién
de este complejo es necesaria para regular la expresién de genes de ciertos procesos dependientes de
QS como la sintesis de EPS, de flagelo, o de pili tipo IVb. En verde, se representan los procesos
favorecidos en presencia de AHL, y en rojo, los procesos reprimidos. Figura modificada de Zatakia
etal. (2014).
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Cabe destacar que ExpR es un activador tan versatil que puede actuar sobre
algunos genes en ausencia de AHL, aungue la formacion de un complejo ExpR-AHL es
necesaria para regular la expresion de ciertos genes, como los implicados en la sintesis de
EPS o la represién de formacion de flagelo (Charoenpanich et al., 2013; Gurich y
Gonzélez, 2009). Los EPS son polimeros extracelulares que permanecen débilmente
asociados a la superficie de la bacteria. En E. meliloti se han descrito dos tipos:
succinoglucano, o EPSI, y galactoglucano, o EPSII. Se han propuesto muchas funciones
para estas moléculas en la simbiosis, tales como la proteccién ante factores ambientales,
la determinacion de la especificidad por el hospedador, la adhesion a la raiz, la formacion

del tubo de infeccion o la actuacion como molécula sefial (Rinaudi y Gonzélez, 2009).

Algunas de las proteinas implicadas en la sintesis de EPS, concretamente MucR,
ExoR y ExpR, parecen estar también implicadas en la movilidad (Janczarek, 2011). Las
bacterias emplean estrategias muy diversas para desplazarse, entre las que se distinguen
movimientos en medio liquido (swimming) y movimientos sobre superficies. El
swimming es un movimiento individual y dependiente de flagelo que se da en medios
liquidos o de baja viscosidad. El swarming también depende de flagelo, pero se diferencia
en ser un desplazamiento rapido y coordinado de todo el conjunto de células sobre una
superficie. El sliding es un movimiento pasivo generado por las fuerzas expansivas de la
colonia al crecer sobre la superficie. El twitching, también en superficie, es dependiente
de pili de tipo IV, y el gliding tiene lugar a lo largo del eje longitudinal de la célula
mediante complejos focales de adhesion (Kearns, 2010). En E. meliloti se han descrito
movilidades tipo swimming, swarming y sliding (Mattingly et al., 2018). Swarming y
sliding estan favorecidos por la produccion de surfactantes como los EPS que reducen la
friccion de las células con el medio y consigo mismas, facilitando asi el deslizamiento.
La produccién de grandes cantidades de EPSII también esta relacionada con un nuevo

tipo de movimiento llamado surfing (Dilanji et al., 2014).

E. meliloti Rm1021 presenta 17 sistemas MDR diferentes, 10 de los cuales
pertenecen al sistema RND. Uno de ellos es NolG, codificado desde el operon nodM-
nolFG-nodN, que queda aguas abajo de un promotor inducible por flavonoides (nodbox).
NolF es la MFP que conecta el transportador con una proteina OMF, codificada por un
gen ajeno al operdén, mientras que NodM presenta homologia con una glucosamina
sintetasa, y NodN con una deshidratasa de acidos grasos. Ni la funcion de la bomba NolG

durante la simbiosis ni los sustratos que transporta se conocen bien, si bien se ha llegado
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a postular sobre su posible implicacidn en la exportacion de factores Nod (Baev et al.,
1991; Eda et al., 2011).

El organismo objeto de este trabajo es E. meliloti SVQ747. Se trata de un mutante
espontaneo a rifampicina obtenido a partir de ORT12, un rizobio tolerante a metales
pesados aislado de ndédulos de Medicago marina en suelos arenosos de las marismas del
Odiel (Huelva). Este paraje se ha visto sometido a la influencia de fendmenos naturales e
industriales que han acumulado una gran cantidad de metales pesados y otros
contaminantes en el suelo. En estudios anteriores, se ha demostrado que el operén
nodMnolFGnodN de E. meliloti SVQ747 presenta una expresion muy baja en presencia
de luteolina. Asi mismo, nolG parece no estar implicado en la resistencia a metales
pesados ni a otras sustancias antimicrobianas, y la delecion de los genes nodM, nodN o
nolG no produce diferencias en la produccion de factores Nod ni en la simbiosis con la
alfalfa. Sin embargo, el mutante SVQ749, generado por insercion en el gen nolG, presenta
una mejor capacidad competitiva por la nodulacion de la alfalfa frente a la estirpe
silvestre, sin afectar la eficacia de fijacion de nitrégeno. Eso implicaria que las sustancias
transportadas a través de NolG no son esenciales para la simbiosis, pero que contribuirian
a la competitividad por la nodulacion (Alias-Villegas et al., 2015; Alias-Villegas, 2016).
Ademas, se conoce que SVQ747 es productora de AHL: presenta genes sinl, sinR y, a
diferencia de Sm1021 y Sm2011, un gen expR no interrumpido, lo que permite la sintesis
de EPSII en condiciones normales y explicaria la alta mucosidad de esta bacteria (M.R.
Espuny, comunicacion personal). Teniendo esto en cuenta, en este trabajo se tratara de
averiguar si las AHL juegan un papel importante en la simbiosis de E. meliloti SVQ747
y E. meliloti SVQ749 con Medicago sativa y si existe alguna relacion entre la mayor

competitividad del mutante en nolG, SVQ749, y la produccion y/o exportacion de AHL.

OBJETIVOS

1. Obtener estirpes incapaces de producir AHL introduciendo mediante conjugacion
bacteriana el gen aiiA de Bacillus, que codifica una lactonasa de AHL.

2. Estudiar la movilidad, la morfologia de la colonia y las caracteristicas del EPS de
SVQ747y SVQ749, asi como la de sus derivados carentes de AHL.

3. Estudiar la capacidad competitiva y la efectividad de la simbiosis de las estirpes

carentes de AHL frente a la estirpe silvestre.
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MATERIALES Y METODOS

Se muestran en la Tabla 1 las estirpes bacterianas y plasmidos empleados, y en
las Tablas 2 y 3, los medios de cultivo elaborados para la realizacion de los ensayos.

Tabla 1. Estirpes bacterianas y plasmidos empleados en este trabajo

BACTERIAS
\ Estirpe Caracteristicas Referencia
Agrobacterium tumefaciens
A. tumefaciens curada del plasmido
NTL (pZRL4) pTiC58; traG::lacZ, traR. Gm3° Chaetal., 1998
Escherichia coli
DH5a SupE44, AlacU169, 5hsdR17, recAl, Sambrook et al.,
endAl, gyrA96, thi-I, relAl, NxR. Km? 1989
thi, pro, recA, hsdR, hsdM, RP4-2- .
S517-1 2Tc::Mu, Km::Tn7 TmpR, StrR, SptR Simon et al., 1983
Ensifer meliloti
SVQ747 ORT12, Rif% Alias-Villegas, 2016
SVQ747 mutado en el gen nolG por
SVQ749 insercion del casete lacZ-Gm en el Alias-Villegas, 2016
mismo sentido del gen. Rif*°Gm?
SVQ747 que porta el plasmido e\
SVQ747 (pGUS3) DGUSS. Riff?. Km?™® Alias-Villegas, 2016
SVQ747 que porta el plasmido Cedida por M. R.
SVQ747 (PME6863) pME6863. Rif%°, Tc® Espuny (sin publicar)

SVQ749 que porta el plasmido
pME6863. Rif*°, Tc*
SVQ747 que porta el plasmido
pPMEG000. Rif%0, Tc*
SVQ749 que porta el plasmido
pMEGB000. Rif*°, Tc*

SVQ749 (pME6863) Este trabajo

SVQ747 (PME6000) Este trabajo

SVQ749 (pME6000) Este trabajo

PLASMIDOS
| Plasmido | Caracteristicas relevantes | Referencia |
pMEG000 Vector de clonac_ilf'JCr;Ode amplio rango. Lefebrezyéo\galvano,
PRK2013 Plasmido ﬁgﬁ);u;/rzrjti rc;c;g los genes Figurski13/7|;elinski,

Gm?, resistente a 25 pg/ml de gentamicina; Km?2%, resistente a 200 pg/ml de kanamicina; Rif®,
resistente a 50 pg/ml de rifampicina; Tc, resistente a 30 pg/ml de tetraciclina.

Tabla 2. Medios de cultivo de bacterias

Medio Bromfield (Sourjik et al., 1996)

Extracto de levadura 044

Triptona 01g

CaCl, 2H,0 01g

Agar bacteriol6gico 30

H-0 destilada Completar hasta 1 L
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Medio LB (Sambrook et al., 1989)

Extracto de levadura 5¢

Triptona 10¢g

NaCl 50

H-0 destilada Completar hasta 1 L
Medio Minimo o MM (Robertsen et al., 1981)

KoHPO,4 0,3¢

KH2PO, 0,2g

MgSO; - 7TH.0 0,159

CaCl;, - 2H,0 0,05¢g

FeCls 0,006 g

NaCl 0,059

Glutamato sédico 1,19

Manitol 10g

Solucidn de vitaminas (1000x) 1mL

H>O destilada Completar hasta 1L

Solucién de vitaminas

Biotina 0,02¢g
Tiamina 0,01g
Pantotenato s6dico 0,01g
H-0 destilada Completar hasta 1 L

* Se esterilizo por filtracion y se adicion 1 mL por litro de MM autoclavado.
Medio YM (Vincent, 1970)

K2HPO4 059

MgSO,4 7H20 0,2¢g

NaCl 0,29

Extracto de levadura 01g

Manitol 10/3 g*

H0 destilada Completar hasta 1 L

* 10 g para una solucion YM10 y 3g para una solucién YM3.
Medio TY (Behringer, 1974)

Extracto de levadura 349

Triptona 59

CaCl; 2H0 0,659

H-O destilada Completar hasta 1 L

Tras la elaboracién de todos los medios, se ajust6 el pH a 6,8-7,0 y se realizé una
esterilizacion en autoclave durante 20 minutos a una atmdsfera de presion (121°C).

Tabla 3. Soluciones nutritivas para plantas

Rigaud & Puppo (Rigaud y Puppo, 1975) R&P

K2HPO4 0,29

MgSO, - 7TH.0 0,2g

KCI 0,29

CaS0O; - 2H:0 0,12 ¢

Solucién de microelementos Gibson 1ml

Quelato de hierro (6%) 0,0025 g

Agua destilada Completar hasta 1 L
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Solucién de microelementos Gibson 100X

H3BO3 2,869
MnSO; - H,0O 2,089
ZnS0, - TH,0 0,22¢g
CuSOq4 - 5H,0 0,08¢g
Na:MoO, 0,11¢g
Agua destilada Completar hasta 1 L

Obtencion de estirpes portadoras de los plasmidos pMEG6000 y pMEG6863

Para la transferencia de plasmidos desde las distintas estirpes de E. coli a E.
meliloti, se realizaron conjugaciones bacterianas mezclando, en un tubo eppendorf, 200
uL de la estirpe de E. coli donadora, crecida en medio LB con los antibiéticos adecuados
durante 18 horas, y 100 pl de la estirpe de rizobio receptora, crecida en medio TY con los
antibitticos adecuados durante 2 dias. Cuando fue necesario se afiadieron 100 ul de la
estirpe de E. coli portadora del plasmido coadyuvante pRK2013. Tras centrifugar cada
mezcla durante 5 minutos a 5000 rpm, se retird el sobrenadante y se resuspendio el pellet
en 800 pl de agua destilada estéril. Tras una nueva centrifugacion, se retird de nuevo el
sobrenadante, se volvio a resuspender el pellet en 100 ul de agua destilada esteril y se
depositd en forma de gota en una placa de TY sin antibiético que fue incubada durante
24 horas a 28°C. Pasado este periodo, se recogio la biomasa obtenida, se resuspendié en
1 ml de glicerol (20%)-peptona (0,5%), y se congel6 a -20°C hasta su uso. Posteriormente,
se seleccionaron las colonias transconjugantes en placas de TY con antibioticos
adecuados, y finalmente se purificaron por sucesivas resiembras en el mismo medio

selectivo.

Para confirmar que los plasmidos habian sido introducidos en las estirpes
aceptoras correctamente, se realiz6 una extraccion del ADN plasmidico de los candidatos
seleccionados siguiendo el método manual de mini preparacion mediante lisis alcalina
descrito por Sambrook et al. (1989). Se comprob6 que el producto obtenido contenia
ADN plasmidico cargandolo en un gel de agarosa al 0,8%, en tampdn TAE 0,5X (Tris-
HCI 30mM, 0,002% EDTA 0,5M pH 8, acido acético glacial 0,00114%, ajustado a pH
8). Tras esto, realizé una amplificacion por PCR utilizando los cebadores universales de
los fagos T3  (5-GCAATTAACCCTCACTAAAGG-3’) 'y T7  (5’-
TAATACGACTCACTATAGGG-3’), los cuales flanquean el sitio de clonaje del gen
aiiA en el vector. Se realiz6 segun el protocolo descrito por Saiki en 1990. Por cada

muestra, se prepararon 20 pl de muestra de reaccién con 1 pl de muestra (diluido 1/25),
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dNTPs (0,2 mM), tampén de PCR (1X), los cebadores antes mencionados (0,2 uM cada
uno), y 0,1 U de Taq polimerasa (New England Biolabs, EEUU). EIl programa utilizado

para la amplificacion en cada caso siguio el siguiente esquema comun:

1. Desnaturalizaciéon del ADN a 95°C durante 5 minutos.

2. Desnaturalizaciéon del ADN a 95°C durante 30 segundos.

3. Unidn de los cebadores al ADN de cadena simple a la temperatura recomendada por
el fabricante durante 30 segundos.

4. Polimerizacion del ADN a 72°C variando el tiempo de polimerizacion en funcién del
tamafo del ADN a amplificar y la polimerasa empleada.

5. Repeticion del ciclo de polimerizacion (desde el paso 2), 35 veces mas.

6. Polimerizacién del ADN a 72°C durante 2-5 minutos.

Finalmente, los productos obtenidos fueron cargados en un gel de agarosa (al
0,8%, en tampdn TAE 0,5%) para observar el tamafio de la banda amplificada por la

polimerasa.

Meétodos utilizados en el estudio de las bacterias

Ensayo de difusion en placa para determinar la produccion de AHL

Para la realizacion de este ensayo, se extrajeron sobrenadantes de cultivos liquidos
de los rizobios crecidos durante tres dias a 28°C en medio YM3 sin antibidtico. La
extraccion se realizO mediante dos centrifugaciones sucesivas a 13000 rpm.
Paralelamente, se prepararon placas de Petri con medio YMA con perforaciones de 0,8
de didametro y 1 cm de altura. Para ello, se utilizaron placas vacias donde se colocaron
cilindros metalicos huecos de estas dimensiones previamente esterilizados. Estos
cilindros permiten preservar un hueco vacio una vez se vierte el medio de cultivo. A
continuacion, se utilizaron 4 ml de medio YM al 0,8% de agar, fundido y mezclado con
60 pL de X-gal y 400 pL de cultivo liquido de tres dias del biosensor Agrobacterium
tumefaciens NT1 (pZLR4). La mezcla fue vertida directamente sobre la placa. Tras su
solidificacién, los cilindros metalicos fueron retirados con una pinza esterilizada,
quedando pocillos vacios a los que se afiadieron 200 6 100 pL de los sobrenadantes
bacterianos previamente extraidos. Finalmente, se incubo la placa durante 24-48 horas a
28°C y se fotografio el halo azul desarrollado.



Movilidad, morfologia de las colonias y produccion de EPS

Para estudiar estas caracteristicas, se obtuvieron primero cultivos frescos de las

bacterias en medio TY liquido a 28°C con una DOgoo nm de 0,9-1.

Para analizar la movilidad tipo swimming, se prepararon placas de Petri con 25
mL de medio Bromfield al 0,3% de agar y se dejaron solidificar tapadas en una superficie
lo mas horizontal posible. A continuacion, se colocaron sobre ellas alicuotas de 3 pL de
los cultivos introduciendo la punta de la pipeta hasta aproximadamente la mitad del grosor
de la capa de medio. Tras esto, se taparon y se dejaron secar antes de incubarlas en una
camara humeda a 28° C. A los 6, 8 y 10 dias, se midi6 el didmetro del halo de dispersion
de cada bacteria y se calcul6 la media de cada estirpe a partir de los resultados obtenidos

de tres réplicas.

Para estudiar la morfologia de las colonias y la produccion de EPS, se prepararon
placas de Petri con 25 mL de los medios MM y TY al 0,3% de agar, también dejando
solidificar en una superficie lo mas horizontal posible. En esta ocasion, se depositaron
alicuotas de 3 pL de los cultivos sobre la superficie sin pinchar. Tras dejar secar todas las
gotas, se taparon las placas y se incubaron boca abajo a 28°C durante una semana, periodo

en el que se realiz6 un seguimiento tomando una foto cada 24 horas durante 3 dias.

Para valorar si se producian cambios en las caracteristicas del EPS producido por
cada colonia, se analizo la capacidad de unir calcofldor en placas de Petri con medio TY
y MM al 0,3% de agar a las que se afiadié calcoflior (0,02 %). Tras incubar durante 6

dias, se observaron las colonias bajo luz UV y se fotografid el resultado.

Métodos utilizados para los estudios con alfalfa (Medicago sativa cv. Aragon)

Desinfeccion y germinacion de semillas

Las semillas se sumergieron en etanol de 96° durante 30 segundos, se lavaron con
agua destilada estéril y se trataron con hipoclorito sédico al 6% durante 15 minutos.
Seguidamente, se realizaron siete lavados con agua destilada estéril, dejando en el Gltimo
lavado un reposo de 20 minutos en oscuridad durante 24 horas. Finalmente, las semillas
fueron colocadas en una placa de Petri con agar agua (0,8 % de agar), incubadas durante
24-48 horas a 28°C hasta su germinacion.



Ensayo de efectividad de simbiosis con la alfalfa

Para estudiar las propiedades simbioticas de cada estirpe, se prepararon 3 jarros
Leonard por cada una de las estirpes E. meliloti a estudiar: SVQ747, SVQ749, SVQ747
(pPME6863), SVQ749 (pME6863), SVQ747 (pME6000) y SVQ749 (pMEG000). Estos
jarros consisten en un depdsito con aproximadamente 1,5 L de R&P sobre el que se coloca
una maceta de 800 cm® con una mezcla de vermiculita y perlita en proporcion 2:1,
también humedecida con 250 ml de R&P. Ambos compartimentos se mantienen
conectados mediante una mecha de algodén de aproximadamente 20 cm de longitud. Para
su utilizacion, los jarros fueron esterilizados en autoclave durante 20 minutos y 1
atmosfera de presion. Posteriormente, se coloco en cada uno de ellos unas 8 plantulas
previamente desinfectadas y germinadas de M. sativa, y se inocularon con 400 pL por
planta del cultivo bacteriano pertinente en medio YM liquido y sin antibidtico.
Finalmente, y para preservar la esterilidad, cada jarro fue cubierto con un film
transparente. Una vez asi dispuestos, los jarros se introdujeron en la camara de cultivo
durante 8 semanas, en condiciones de intensidad luminica de 500 PE/m?st, A=400-700
nm, fotoperiodo 16/8 horas luz/oscuridad, temperatura de 24/18°C dia/noche y humedad
relativa de un 50%. Transcurrido este periodo, se separé la parte aérea de las raices, se
contd el nimero de nddulos desarrollados, y se secaron los nodulos y la parte aérea a 80°C
durante 48 horas para, posteriormente, obtener los valores de peso seco de los mismos.

Los datos obtenidos fueron analizados aplicando un ANOVA de un factor (p < 0,01).

Ensayo de competitividad por la nodulacion de la alfalfa

Por cada pareja de bacterias a competir, se prepararon 14 tubos de cristal de 22
mm de diametro, cada uno con una tira de papel de filtro y 10 mL de solucion R&P,
cerrados con tapén de algodon, y esterilizados en autoclave. Las combinaciones
inoculadas en cada ensayo de competicion se resumen en la Tabla 4. En cada tubo se
colocé una plantula a media altura del papel de filtro. A continuacion, se mantuvieron los
tubos durante 48 horas en oscuridad a temperatura ambiente, y posteriormente se
trasladaron a una camara de cultivo para plantas, con las mismas condiciones que las del
ensayo de eficiencia, donde permanecieron una semana, hasta el momento de su

inoculacion.



Las bacterias se cultivaron en TY liquido a 28°C hasta conseguir cultivos frescos
a una DOeoo nm entre 0,5 — 0,8. A continuacion, los cultivos se diluyeron 1/100 en agua
destilada estéril, y se mezclaron las estirpes a competir en cada ensayo en proporcion 1:1.
Posteriormente, se inoculé 1 mL de la mezcla pertinente por tubo. Como control, se
empled una serie de plantas en la que se inocularon la estirpe silvestre SVQ747y SVQ747
(pGUS3), y una serie de plantas en la que se inocul6 s6lo SVQ747 (pGUS3) para analizar
la frecuencia de pérdida del plasmido informador. Finalmente se incubaron en la camara

de plantas dos semanas mas hasta su recogida.

Tabla 4. Combinaciones de estirpes empleadas en cada ensayo de competitividad

Pareja Estirpe A // Estirpe B
1 E. meliloti SVQ747 // E. meliloti SVQ747 (pGUS3)
2 E. meliloti SVQ749 (pME6863) // E. meliloti SVQ747 (pGUS3) (1)
3 E. meliloti SVQ747 (pME6863) // E. meliloti SVQ747 (pGUS3) (2)
4 E. meliloti SVQ747 (pME6000) // E. meliloti SVQ747 (pGUS3)
5 E. meliloti SVQ749 (pME6000) // E. meliloti SVQ747 (pGUS3)
6 E. meliloti SVQ747 (pGUS3)

Al cabo de las dos semanas, se extrajeron las plantas de los tubos donde estaban
contenidas y se lavaron sus raices manteniéndolas en agua destilada durante 10 minutos.
Pasado este tiempo, se cortd la parte aérea y se introdujeron todas las raices del mismo
tratamiento en botes de vidrio de 5 ml, cubriéndolas con aproximadamente 5 ml de
solucion X-Gluc recién preparada (Thermo Scientific, 21 mg/40ml, en tampdn fosfato
sodico 50 mM pH7y SDS al 1%). Los botes asi preparados fueron incubados en oscuridad
durante 15 horas a 37°C. Tras este tiempo, se conto el nimero de nddulos azules y blancos
que presentaba cada raiz. Los nddulos ocupados por estirpes marcadas con pGUS3 o
ambas cepas presentarian un color azulado, mientras que los nddulos ocupados
Unicamente por la estirpe no marcada seguirian siendo de color blanco. Finalmente, con
los datos obtenidos, se aplicd como test estadistico un ANOVA de un factor (p < 0,01)

para determinar la capacidad competitiva de cada pareja de estirpes.



RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencidn de estirpes de E. meliloti SVOQ747 v SVO749 no productoras de AHL

Para estudiar el papel que juegan las AHL en la simbiosis entre E. meliloti
SVQ747 y M. sativa, se han obtenido estirpes no productoras de AHL mediante
conjugacion del plasmido pME6863, que porta el gen aiiA de Bacillus spp. Este gen se
encuentra clonado en EcoRI bajo control del promotor del gen lacZ y codifica una
lactonasa de AHL, enzima que rompe el enlace éster del anillo de acil-homoserina
lactona, impidiendo asi la unién de las AHL a sus reguladores transcripcionales.
Transfiriendo este plasmido a E. meliloti SVQ749, se obtuvo la estirpe SVQ749
(PME6863), que se empled junto la estirpe SVQ747 (pME6863) para realizar los ensayos
descritos anteriormente. Por otro lado, se generaron estirpes control de SVQ747 y
SVQ749 mediante la transferencia del plasmido pME6000, el vector donde esta clonado
el gen aiiA en las estirpes anteriores. Se generaron asi las estirpes SVQ747 (pME6000) y

SVQ749 (pMEG6000). El mapa genético del vector pMEG000 se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Mapa genético del plasmido pME6000. Figura modificada de Lefebre y Valvano (2002)



Para comprobar que la transferencia de los plasmidos a sus estirpes receptoras
habia tenido éxito, se realiz6 una extraccion del ADN plasmidico de los candidatos
seleccionados y se observd su presencia en un gel de agarosa (Figura 6). Se pudo
comprobar que SVQ747 no portaba ningin plasmido mientras que todas las demas
estirpes portaban un plasmido de unas 7000-8000 pb, lo que coincide con las 7069 pb del
vector pME6000 y las aproximadamente 8000 pb del vector pME6863. EI ADN
plasmidico obtenido también fue utilizado para detectar por PCR la presencia del gen aiiA
en aquellos casos en los que se introdujo el vector pME6863 (Figura 7). Esto permitio
comprobar que los transconjugantes en los que se habia introducido el plasmido
PMEG6863 poseian un fragmento de unas 900 pb, compuesto por el gen aiiA y sus
secuencias flanqueantes en el vector, y que los transconjugantes en los que se habia

introducido el plasmido pME6000 no contenian dicha banda.

Figura 6. Producto obtenido de la extraccion Figura 7. Resultado de la PCR realizada con
de ADN plasmidico de los candidatos con el ADN plasmidico de los candidatos con el gen de
gen de la lactonasa y controles en gel de Ialactonasay controles en gel de agarosa (0,8%,
agarosa (0,8%, tampon TAE 05%). 1. tampon TAE 0,5%). 1. SVQ747, 2. SVQ747
SVQ747, 2. SVQ747 (pPME6000), 3. SVQ747 (pME6000), 3. SVQ747 (pME6863), 4. SVQ749
(pME6863), 4. L DNA/Hindlll Marker, 5. (pME6000),5. Marcador de 1 kb, 6.y 7. Candidatos
SVQ749 (pME6000), 6.y 7. Candidatos 1y 2a 1y 2aSVQ749 (pME6863), 8. Control negativo.
SVQ749 (pME6863), 8. Control negativo.

A continuacion, se comprob0 la capacidad de produccién de AHL de cada una de
las estirpes obtenidas. Para ello, se realizaron ensayos de difusion en placa de los
sobrenadantes producidos durante 3 dias por estas estirpes, utilizando como biosensor la
estirpe A. tumefaciens NT1 (pZLR4). Como resultado, se observo que tanto SVQ747 y
SVQ747 (pME6000) como SVQ749 y SVQ749 (pME6000) producian un halo azul
practicamente similar, mientras que SVQ747 (pME6863) y SVQ747 (pME6863)
producia un halo azul apenas apreciable (Figura 8). Esto confirma que la acumulacion

de AHL se reduce en gran medida con la introduccion de una proteina con actividad



lactonasa en ambas estirpes, lo que coincide con los resultados obtenidos por Reimmann
et al. (2002), y equivale a anular la funcién de las AHL-sintasas codificadas por sinl. Esta
estrategia permite interferir con el sistema de quorum de la bacteria, haciendo que la

concentracion de Al sea mas baja que el umbral, lo que alteraria el patron de expresion

de determinados genes. Este tipo de estrategias quedan englobadas bajo el término
quorum quenching (QQ) (Zhao et al., 2020).

Figura 8. Halo de difusion de AHL en medio YMA de SVQ747 y sus estirpes derivadas (A) y de
SVQ749 y sus estirpes derivadas (B) tras 24-48 de incubacidn, utilizando como biosensor A.
tumefaciens NT1 (pZLR4). C1y C2 son dos candidatos a SVQ749 (pME6863).

Ensayos en placa para el estudio de la movilidad, las caracteristicas morfoldgicas de
las colonias y la produccion de EPS de las bacterias carentes de AHL frente a sus

parentales

La movilidad del rizobio podria ser un fenotipo relevante en su capacidad de
colonizacion de la planta. Dado que en E. meliloti estd sometida a la regulacion del
sistema ExpR/Sin, se considerd de interés estudiar qué consecuencias tiene la ausencia de
AHL en la movilidad tipo swimming en SVQ747 y sus derivados. Con este fin, se
emplearon placas de medio Bromfield semisélido (agar al 0,3%) y se hizo un seguimiento
del diametro que alcanzaban las colonias al cabo de 6, 8 y 10 dias de incubacién. En la
Figura 9 se representan los diametros medios obtenidos por cada estirpe a lo largo de los
dias, correspondientes a tres réplicas de un solo experimento, y el aspecto de cada estirpe
en una de las réplicas. Se observé que SVQ747 (pME6863) y SVQ749 (pME6863), no
productoras de AHL, mostraban siempre un didmetro ligeramente mayor que sus
respectivas estirpes silvestres, SVQ747 y SVQ749, y que la movilidad de SVQ749 era



mayor que la de SVQ747. No obstante, también se observaron pequefias diferencias entre
las estirpes parentales y las estirpes control, apareciendo una ligera mayor movilidad en
SVQ747 (pMEG6000) respecto a su estirpe parental y una ligera menor movilidad en
SVQ749 (pME6000) respecto a su estirpe parental. Todas estas relaciones de tamafio se

mantuvieron a lo largo de los dias en los que se realizaron las mediciones.

A B

svQ747 SVQ749
1,6 1,6
1,4 1,4
1,2 1,2
1 1
0,8 0,8
0,6 0,6
04 0,4
0,2 0,2
0 0
Tras 6 dias Tras 8 dias Tras 10 dias Tras 6 dias Tras 8 dias Tras 10 dias
B SVQ747 1 SVQ747 (pMEG000) = SVQ747 (pPMEG863) B 5VQ749 = SVQ749 (pME6000) = SVQ749 (pME6863)
SVQ747 SVQ747 SVQ749 SVQ749
SVQ747 pME(6000) pME(6863) SVQ749 PME(6000) PME(6863)

SvQ747 SVQ749

Figura 9. Didmetro medio de los halos de movilidad de E. meliloti SVQ747 (A) y E. meliloti
SVQ749 (B) y sus respectivas estirpes derivadas al cabo de 6, 8 y 10 dias, y fotografia de una de
sus réplicas al cabo de 8 dias (C), en medio Bromfield (0,3% agar). Los datos representan la media
+ SEM (Standard Error of Mean) de los valores obtenidos en tres réplicas de un experimento. Las lineas
blancas de las fotografias representan 1 cm de longitud.

La mayor movilidad tipo swimming de las estirpes lactonasa respecto a las
parentales puede relacionarse con variaciones en la expresion del operdn visN/visR. Los
genes de este operon codifican las subunidades de un activador transcripcional que
permite a su vez iniciar la expresion de Rem, una proteina que se une directamente a los
promotores de los genes de movilidad y quimiotaxis (entre ellos, flgB, fliB y orf38) para
activar su expresion. Estos ultimos estan implicados en la sintesis de los componentes del



flagelo o en el control de su ensamblaje, por lo que una disrupcion en alguno de ellos
llevaria a su perdida y a una reduccion de la movilidad (Hoang et al., 2004; Sourjik et al.,
2000). Asi mismo, se conoce que la expresion del operon visN/visR depende de quorum
ya que, ante altas densidades celulares, las AHL forman un complejo con ExpR, que se
activa y adquiere capacidad de unirse al promotor del operon, impidiendo su expresién
(Bahlawane et al., 2008) y, como consecuencia, reduciendo la movilidad. Segun esta
explicacion, la ausencia de AHL en las estirpes lactonasa podria favorecer la sintesis de

flagelo, lo que permitiria una mayor movilidad que en las respectivas estirpes silvestres.

Por otro lado, la mayor movilidad tipo swimming obtenida en SVQ749 respecto a
SVQ747 coincide con los resultados obtenidos por Alias-Villegas (2016) y podria deberse
a un efecto de la mutacion en el gen nolG. Al mismo tiempo, la ausencia de AHL
aumentaria algo méas la movilidad de SVQ749 (pME6863) frente a SVQ749, con lo que
se ve reflejado el efecto de las AHL sobre la movilidad. Sin embargo, seria necesario

realizar mas repeticiones en ambas estirpes para poder ratificar estos resultados.

Paralelamente, se decidid estudiar la morfologia que adquirian las colonias de
cada estirpe cuando se cultivaban en medios al 0,3% de agar con diferentes condiciones
nutricionales: MM (minimo) o TY (rico). Para ello, se realizaron tres réplicas de cada
estirpe en cada medio. En la Figura 10, se muestra el resultado obtenido en MM, similar
al obtenido en medio TY, lo que permite deducir que la diferente composicion nutricional
de estos medios de cultivo no influy6 en la apariencia de las colonias. No se pudo observar
la movilidad tipo swimming en ninguno de los casos dado que quedaba enmascarada por
un crecimiento en superficie de las colonias, por lo que el comportamiento fue distinto al
descrito en el medio Bromfield, mucho més pobre en nutrientes. En cambio, se observo
que, tanto en SVQ747 como en SVQ749, se daba una apariencia mas “seca” 0 menos
“fluida” en las estirpes portadoras de la lactonasa que en sus respectivas estirpes silvestres
y portadoras del vector pME6000, que tenian un aspecto mas fluido. Las estirpes
lactonasa también presentaron un diametro de colonia mas pequefio. Estos resultados se
podrian achacar a una menor produccion de EPS en ausencia de AHL. Asi mismo, se
observd que las colonias de las estirpes lactonasa no poseian un aspecto uniforme como
el de sus parentales, sino que poseian un nicleo mas intenso y un borde més claro. Aunque
todas las colonias mostraron un crecimiento muy rapido, todas estas diferencias se

pudieron contemplar desde las primeras 24 horas y se mantuvieron a lo largo de los dias.



Por otro lado, para indagar mas sobre los posibles cambios que podian darse en el
EPS producido, se estudié la capacidad de unir calcofltor de las estirpes parentales frente
a la de las estirpes con actividad lactonasa bajo luz UV en Medio Minimo y en medio TY.
Aunque en medio TY no se observaron diferencias cuando eran irradiadas, en Medio
Minimo se distinguié una fluorescencia algo mayor en las estirpes lactonasa, tanto en
SVQ747 como en SVQ749 (Figura 11).

El fenotipo seco y poco fluido de las estirpes lactonasa ya ha sido observado por
otros autores en otras estirpes de E. meliloti portadoras de mutaciones en sinl o expR. Se
conoce que, como consecuencia de estas mutaciones, se produce un descenso en la
produccion de EPSII o galactoglucano, lo que se manifiesta como un cambio de
apariencia de la colonia. Se ha descrito también que la activacién de ExpR por AHL
induce la expresion de genes implicados en la sintesis de EPSII, concretamente wgeB,
wgdA, wggR (implicados en la sintesis de la forma de alto peso molecular o HMW de
EPSII) y wgcA (implicado en la sintesis de la forma de bajo peso molecular o LMW de
EPSII) (Janczarek, 2011). Esto podria explicar que las estirpes lactonasa, en ausencia de
AHL, experimenten una menor expresion de estos genes, lo que se traduciria en una
menor produccion de EPSII y un aspecto mas seco. Asi mismo, una menor produccion de

EPS podria estar relacionada con un menor didmetro de colonia.

E. meliloti SVQ747 E. meliloti SVQ749
wT sVQ747 (pPME6000)  svQ747 (pME6863) Wt sVQ749 (pPME6000)  SVQ749 (pME6863)
- -
o
52 horas '

Figura 10. Aspecto de las colonias en medio minimo (0,3% agar) de E. meliloti SVQ747
(izquierda) y E. meliloti SVQ749 (derecha) a lo largo de 52 horas. Las lineas blancas representan 1
cm de longitud.
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Figura 11. Aspecto bajo luz UV de las colonias en Medio Minimo (0,3% agar) suplementado con
calcofltor (0,02 %) de E. meliloti SVQ747 (A) y E. meliloti SVQ749 (B) a las 52 horas de cultivo.

No obstante, ExpR también activa la producciéon de succinoglicano o EPSI
mediante el control de algunos genes exo, concretamente exol y exsH. Estos genes
codifican glucanasas necesarias para la sintesis de la forma LMW del EPSI (Gurich y
Gonzélez, 2009). Asi pues, aunque una ausencia de AHL reduciria la sintesis de EPSI y
de EPSII, la sintesis de EPSII se veria més afectada que la de EPSI ya que afectaria a la
sintesis de las dos formas, LMW y HMW. Esto aumentaria la proporcion EPSI : EPSII
en las colonias lactonasa y diluiria mas la concentracion de EPSII. Se podria explicar asi
una mayor fluorescencia de las estirpes lactonasa bajo luz UV, ya que la capacidad de

union del EPS a calcofluor se ve aumentada en presencia de EPSI (Riihmann et al, 2015).

Asi mismo, segun los resultados obtenidos por Nogales et al. (2012), en estirpes
donde el gen expR no se encuentra interrumpido (como es el caso de SVQ747), la
produccién de EPSII resulta fundamental para una movilidad independiente de flagelo
conocida como sliding. Este tipo de movilidad se caracteriza por el movimiento pasivo
de las células sobre la superficie del agar gracias a la fuerza expansiva del crecimiento de
la coloniay la produccién regulada por QS de surfactantes (como el EPS) que reducen la
tension superficial del liquido que rodea a la colonia (Calatrava-Morales, 2017). En el
caso de las estirpes lactonasa, una menor activacion de ExpR llevaria una menor
produccion de EPSII, y como consecuencia a una menor movilidad tipo sliding, siendo
esta una de las posibles explicaciones al menor tamafio de colonia de las estirpes lactonasa

cuando crecen sobre la superficie.

Estudio de las propiedades simbidticas de las estirpes no productoras de AHL frente

a las parentales

Se realizaron experimentos de eficiencia de nodulacién y de competitividad por
la nodulacion de la alfalfa, para detectar si existian diferencias entre los fenotipos

simbidticos de las estirpes no productoras de AHL y sus estirpes parentales, y para ver si



estas diferencias podian estar relacionadas con los resultados obtenidos en movilidad y

produccion de EPS.

Ensayos de eficiencia de nodulacion

En la Figura 12, se representa el aspecto final de las plantas de alfalfa sometidas
a cada tratamiento. En todos los casos se obtuvo un mayor crecimiento que en la planta
que no habia sido inoculada, que no present6 nodulos. Se puede confirmar asi que todas
las estirpes conservaron su capacidad para nodular y fijar nitrégeno. Para estudiar las
diferencias generadas por cada estirpe, se midieron el peso seco de la parte aérea (PSPA)
y el numero de nédulos (NN) obtenidos en cada planta y se calculd el promedio de los
valores obtenidos en cada tratamiento (Figura 13).

Figura 12. Aspecto obtenido en el ensayo de eficiencia de nodulacion en una de las réplicas de
cada tratamiento tras 8 semanas de incubacion desde su inoculacion. De izquierda a derecha, se
representan: 1. SVQ749 (pME6000), 2. no indculo (NN), 3. SVQ749 (pME6863), 4. SVQ749, 5.
SVQ747, 6. SVQ747 (pME6863), 7. SVQ747 (pME6G0QO).

En cuanto al PSPA (Figura 13-A), no se observaron diferencias significativas
entre los valores de PSPA obtenidos en las plantas inoculadas con SVQ747 frente a las
inoculadas con SVQ749 o con las estirpes portadoras del vector pME6000, aunque se
observo un menor peso en las plantas inoculadas con SVQ749 que en las inoculadas con
SVQ747. En cambio, se detectdé un aumento no significativo del PSPA en las estirpes no
productoras de AHL frente a sus parentales. En lo que respecta al namero de nédulos
(Figura 13-B), no se observaron diferencias significativas entre la estirpe parental y sus
estirpes derivadas, ni en SVQ747 ni en SVQ749.
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Figura 13. Peso seco de la parte aérea (A) y nimero de nodulos (B) obtenidos en promedio en
cada tratamiento tras 8 semanas de incubacion después de la inoculacién. Se determiné que no
existian diferencias significativas en ninguin caso, utilizando como test estadistico ANOVA de un solo
factor, con un nivel p <0,01.

La mayoria de los rizobios estudiados hasta ahora presentan una regulacion en
mayor o menor medida por QS. Por ejemplo, en E. fredii SMH12, el QS esté involucrado
en la formacion de biofilm alrededor de las raices de Glycine max. En ausencia de AHL,
esta estirpe reduce su capacidad de formarlo, lo que le impide una colonizacién y
simbiosis efectivas (Pérez-Montafio et al., 2014). Para la formacién de estos biofilm,
parece necesitarse de un control coordinado de la movilidad y la produccion de EPS. En
concreto, la sintesis de la forma LMW del EPSII es crucial para la formacion biofilm
(Rinaudi y Gonzalez, 2009), y una reduccion de la movilidad dependiente de flagelo es
necesaria para que el flagelo no interfiera con la progresién de la bacteria por el tubo de
infeccidn o active més las defensas de la planta (Calatrava-Morales et al., 2018). Aunque
segun esta logica el papel de las AHL parece evidente en el establecimiento de la
simbiosis, no se llega a las mismas conclusiones en todos los casos. Por ejemplo, en
Ensifer fredii HH103, las AHL no tienen un papel relevante en la regulacion ni de las
caracteristicas importantes para el establecimiento de la simbiosis, ni en la propia
simbiosis de esta bacteria con la soja y otras plantas (Acosta-Jurado et al., 2020).

~99~



Como se comentd anteriormente sobre nuestros resultados, en las estirpes
lactonasa parece apreciarse una menor sintesis de EPSII y una sintesis de flagelo algo
mayor, lo que deberia traducirse en un empeoramiento de la efectividad de simbiosis. Sin
embargo, los datos obtenidos no reflejan diferencias en el nimero de ndédulos tras la
inoculacién con una estirpe parental o una estirpe lactonasa. Asi mismo, aunque el PSPA
tampoco parece variar, la ligera ventaja que se aprecia en las estirpes lactonasa sugiere
que estos rizobios, formando un nimero de nédulos similar que sus parentales, son
capaces de fijar nitrégeno algo mas eficazmente. Esto apuntaria a que las AHL no tienen
un papel esencial en la efectividad de simbiosis con M. sativa, pero si cierta influencia

negativa.

Otro factor a considerar es que las AHL no solo median comunicacion célula-
célula, sino que ademas pueden ser reconocidas por la planta para activar ciertas
respuestas en ellas. Ademas, a diferencia de la bacteria, la planta es capaz de reconocer
las AHL independientemente de la configuracidn del anillo de lactona (integro o abierto).
Por ejemplo, en Medicago truncutula, se ha visto que plantas tratadas con AHL intactas
desarrollan un nimero de nddulos similar a plantas tratadas con AHL de anillo abierto
(Palmer et al., 2016), lo que sugiere que la respuesta a AHL es dirigida por la planta'y no
por mecanismos bacterianos. Segun esto, las AHL producidas por las estirpes lactonasa
producirian en M. sativa los mismos efectos que las AHL integras, lo que explicaria que
no haya variacion en el fenotipo simbidtico. También se ha propuesto que M. truncatula
pudiera necesitar romper previamente las AHL con acilasas para reconocerlas, algo que
ya se ha comprobado en Arabidopsis thaliana (Palmer et al., 2014). Si esto ocurriese en
M. sativa, un encuentro mas temprano con AHL de anillo abierto podria adelantar
procesos tempranos como el inicio de la infeccidn o la competitividad respecto a la estirpe

parental, y generar o0 no una cierta mejora en la produccion de biomasa vegetal.

Ensayos de competitividad por la nodulacién de la alfalfa

En la Figura 14, se representan los porcentajes de competitividad de cada estirpe
frente a la estirpe SVQ747 portadora del vector informador pGUS3. Este analisis se ha
realizado a partir de los datos recogidos por el grupo de investigacion en otros ensayos y
los obtenidos en este trabajo. En lo que respecta al vector pGUS3, se realiz6 un ensayo

de competitividad entre SVQ747 y esta misma estirpe como portadora del plasmido para



determinar su frecuencia de pérdida en SVQ747. Se obtuvo asi una frecuencia de pérdida

del 4,06%, que se considero despreciable en la interpretacion de los resultados.
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Figura 14. Porcentajes de competitividad obtenidos en ensayos de competicién de cada estirpe
frente a SVQ747 (pGUS). Para el analisis estadistico de SVQ747, SVQ747 (pME6863), SVQ749 y
SVQ747 (pGUS), se han tenido en cuenta todos los datos de competitividad obtenidos por el grupo de
investigacion y los resultados obtenidos en este trabajo. Para el resto de estirpes, Unicamente se han
tenido en cuenta los datos realizados en este trabajo. El analisis estadistico se hizo mediante un
ANOVA de un factor. Las letras A, B, C, D y E representan diferencias significativas entre estirpes
con un nivel p <0,01.

En SVQ747, se detecta un aumento de la capacidad competitiva en SVQ747
(pPME6863) (72,79% de ocupacion de nddulos, datos de 4 experimentos independientes)
frente a SVQ747 (50,72%, media de mas de 6 experimentos independientes), lo que
indicaria que la ausencia de AHL mejora la capacidad competitiva de esta bacteria.
Contradictoriamente, los resultados obtenidos con SVQ747 (pME6000), aunque
derivados de un solo experimento, indicarian que la mera presencia del vector la hace méas
competitiva (78,18% de ocupacion de nddulos). No obstante, como se puede comprobar
en la Figura 5, hay que tener presente que pMEG6000 porta el gen tetR, cuyo producto
génico regula un gen de resistencia a tetraciclina (tcR) en ausencia de este antibi6tico.
TetR pertenece a una familia de reguladores transcripcionales generalmente negativos y
muy extendidos entre procariotas que regulan resistencia a antibiéticos, frecuentemente
regulando la expresion de bombas de eflujo, pero tambien otros mecanismos reguladores,
entre ellos el QS (Ramos et al., 2005). De hecho, LuxR de Vibrio fischeri es un regulador
positivo que también pertenece a la familia TetR (Fidopiastis et al., 2002). Habria que
investigar si se esta dando alguna regulacién inespecificaen SVQ747 (pME6000) a través
de TetR que la hiciera mas competitiva, aungque tambien seria necesario realizar un mayor

numero de experimentos de competitividad con esta estirpe.



Por otro lado, al comparar SVQ747 (PME6863) con SVQ747 (pME6000), se
observa un descenso, aunque no significativo, de la competitividad de la bacteria
portadora del vector pME6863. Como pMEG6863 también contiene a tetR, si esto se
cumpliera en mas experimentos independientes, significaria que la ausencia de AHL hace
a la bacteria ligeramente menos competitiva por la nodulacion, lo que concuerda con los
resultados obtenidos por Zatakia et al., (2014), en los que un mutante por delecion del
gen sinl de E. meliloti 1021 carece de AHL y es menos competitivo por la nodulacion de
la alfalfa que el silvestre.

En cuanto a SVQ749, mutante por insercion en la bomba RND NolG, fue
también mas competitivo por la nodulacion de la alfalfa (86,16%, datos de 6 experimentos
independientes) que su parental SVQ747 (50,72%), lo que coincide con los resultados
obtenidos por Alias-Villegas (2016). Esa mayor competitividad, inexplicada hasta ahora,
se incremento hasta un valor del 92,21% por la presencia del vector pME6000, por lo que
se repite un efecto semejante al observado en SVQ747 (pME6000). Sin embargo, la
presencia de pME6863 en SVQ749 produjo una bajada mucho mas severa y significativa
de la competitividad (desde el 86,16 % al 53,37%, media de dos experimentos
independientes), igualdndola a la capacidad competitiva de la estirpe SVQ747, lo que
muestra claramente que la degradacion de las AHL disminuye la capacidad competitiva
de SVQ749. En este sentido, la mayor competitividad del mutante nolG podria deberse a
cambios en la produccion o el bombeo de AHL a través de una bomba NolG, que podria
estar alterada en su conformacién como consecuencia de la mutacién, permitiendo una
mayor salida de AHL al exterior. Cabe destacar que un mutante por delecion de nolG en

SVQ747 no mostro diferencias en competitividad con el parental.

El efecto observado sobre la competitividad por la presencia de pME6000 en
SVQ747 o en SVQ749 no fue detectado en la morfologia de las colonias ni en la
efectividad de la simbiosis con la alfalfa, por lo que este efecto debe ocurrir sobre algin
factor importante en los primeros estadios de la simbiosis. Seria conveniente repetir, no
solo los experimentos de competitividad para contar con mas réplicas, sino también los
de movilidad y morfologia de las colonias en presencia de luteolina o de exudados de
alfalfa para ver si este efecto tiene alguna relacion con la interaccion simbidtica con la
planta. Seria necesario también analizar mas profundamente la produccion de AHL por
SVQ749.



CONCLUSIONES

1. La acumulacién de AHL en SVQ747 y SVQ749 se reduce en presencia de una
proteina con actividad lactonasa. Esto permite interferir con el sistema de QS y, en
consecuencia, con el control inverso que ExpR hace sobre la movilidad tipo swimming

y la produccion de EPS.

2. La ausencia de AHL parece aumentar ligeramente la movilidad tipo swimming de
SVQ747 y SVQ749, siendo este ultimo un poco mas movil que SVQ747, lo que

podria deberse a un efecto de la mutacion en nolG.

3. Laausencia de AHL parece reducir la produccion de EPS (posiblemente de EPSII)
tanto en SVQ747 como en SVQ749, segln se observo en las colonias mas pequefias,
de aspecto mas “seco”, y de una mayor fluorescencia con calcoflior. Esa supuesta

menor produccién de EPSII podria afectar a la movilidad de tipo sliding.

4. Laausencia de AHL parece no ser esencial en la eficiencia de simbiosis de SVQ747
y SVQ749 con M. sativa, ya que no se observaron diferencias significativas ni en el
peso seco de la parte aérea, ni en el nimero de nddulos formados, aunque se observé

una tendencia a mejorar el peso seco de la parte aérea en las bacterias no productoras.

5. La mera presencia del vector pME6000 aumenta la capacidad competitiva por la
nodulacion de SVQ747 y SVQ749, lo que podria relacionarse con efectos mediados
por TetR, presente en este plasmido, y perteneciente a una familia de reguladores
transcripcionales similares a los del QS. Ademas, la degradacién de AHL disminuyd
ligeramente y de forma no significativa la capacidad competitiva de SVQ747,
mientras si lo hizo de forma significativa en SVQ749, recuperando el nivel de
competitividad de SVQ747 silvestre. Podria existir, por tanto, una relacién entre la
mutacion que SVQ749 porta en nolG, ya sea por la propia bomba o por los efectos
mediados por el casete de resistencia a gentamicina y cambios en la produccion de

AHL por esta bacteria que habria que analizar mas profundamente.
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