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Resumen

Los objetivos de este TFG han sido: 1) utilizar la bacteria Pantoea agglomerans RSO7
(una bacteria PGPR previamente aislada de marismas contaminadas por metales
pesados) para inocular plantas de interés agrondmico, y 2) aislar su ADN, secuenciar
su genoma y hacer un analisis del mismo.

P. agglomerans RSO7 mejoro el crecimiento de alfalfa in vitro. Los efectos beneficiosos
se observaron principalmente en situacion de limitacion de nutrientes y afectaron sobre
todo a la raiz (mayor masa, longitud y ramificacion), aunque también incrementé la
longitud del tallo, si bien las diferencias no fueron significativas. Ademas, mejor¢6 la
supervivencia de las plantas y disminuy6 la contaminacién por hongos.

El analisis global del genoma revela que esta bacteria es capaz de adaptarse a una
gran cantidad de situaciones ambientales y tolerar muchos tipos de estrés (calor, frio,
radiacion UV, estrés oxidativo, etc.). Ademas de una amplia versatilidad metabdlica, se
han detectado genes de resistencia a metales pesados (As, Cu, Ni, Co, Zn, Te), a sal
(produccion de osmoprotectores como glicina betaina, prolina, trehalosa, etc.) y a
diversos compuestos téxicos xenobidticos. Respecto a las propiedades PGPR, se han
detectado genes de solubilizacion de fosfatos (fosfatasas extracelulares, acil-fosfatasas,
mio-inositol fosfatasas) y de produccién y/o captacion de variedad de siderdforos
(ferritinas, enterobactina, acromobactina, hemina, etc.). Ademas, se han identificado
genes que participan en importantes procesos rizosféricos (movilidad, quimiotaxis,
dialogo planta-bacteria, quorum sensing y competencia en la rizosfera).

Finalmente, y dado que la bacteria pertenece al grupo de bioseguridad 2, se han
buscado posibles genes implicados en patogenicidad, encontrandose genes de
resistencia a multiples antibidticos y varios sistemas toxina/antitoxina.

Los resultados sugieren el gran potencial de esta bacteria en agricultura. Sin embargo,
las restricciones al uso de microorganismos de grupo 2 como bioinoculantes podrian
limitar su utilizacién, por lo que también se han revisado posibles alternativas

bioseguras.
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1. Introduccion

El interés por el medio ambiente estd cada vez mas presente en la vida de las
personas, de modo que los riesgos climaticos se encuentran a la cabeza de las
preocupaciones del planeta actualmente en términos de probabilidad de ocurrencia,
reconociéndosele su enorme impacto potencial (World Economic Forum, 2020). Por
ello, y puesto que viene siendo una preocupacion recurrente en los ultimos afios que
se agrava cada vez mas, se han tomado numerosas medidas para intentar frenar su
deterioro. Entre estos intentos de mejora, se encuentra la busqueda de métodos de
fertilizacion menos contaminantes que los productos de sintesis quimica que se utilizan
habitualmente. Es aqui donde destacamos la existencia de los bioestimulantes de
plantas, los cuales quedaron definidos por du Jardin (2015) de la siguiente forma: “un
bioestimulante de plantas es cualquier sustancia o microorganismo aplicado a las
plantas con el objetivo de mejorar la eficiencia nutricional, la tolerancia al estrés
abidtico y/o los rasgos de calidad del cultivo, independientemente de su contenido de
nutrientes”. Dichos bioestimulantes quedan recogidos en el nuevo reglamento de la
Unién Europea sobre fertilizantes (2019/1009) como una alternativa a considerar y
promover frente a los métodos agroquimicos, que son los mayoritariamente usados en
la actualidad, lo cual justificaria el interés en la busqueda de nuevos microorganismos

que puedan presentar dichas caracteristicas.

A las bacterias que se encuentran en el suelo, que son capaces de asociarse con las
plantas de forma natural y proporcionarles a estas un beneficio, se les clasifica como
PGPR (siglas de Plant Growth-Promoting Rhizobacteria), que pueden colonizar la
rizosfera (suelo donde se encuentran las raices), el rizoplano (superficie de la raiz) o la
raiz en si (tejidos radiculares) (Gray and Smith, 2005). Algunos de los géneros
bacterianos mas frecuentemente utilizados como PGPR son Pseudomonas, Bacillus,

Azospirillum, Azotobacter, Rhizobium, Enterobacter, etc. (Ferreiraet al., 2019).

Existen diversos mecanismos por los cuales las PGPRs pueden promover el
crecimiento vegetal, se clasifican en mecanismos directos e indirectos. Los
mecanismos directos son aquellos que proporcionan nutrientes o regulan el
crecimiento. Los mecanismos indirectos son aquellos que protegen a las plantas de
adquirir infecciones (estrés bidtico) o ayudan a la planta a crecer sana durante un
periodo de estrés ambiental (estrés abidtico) (Goswami et al., 2016).



Tabla 1. Clasificacion de algunos de los mecanismos de accion de las bacterias PGPR
(Dweipayan Goswami et al., 2016).

Directos Indirectos

Fijacion bioldgica del nitrogeno Produccion de sideroforos

Solubilizacion de fosfatos Produccion de quinasas y glucoquinasas

Produccion de auxinas Induccion de resistencia sistemica

Produccion de citoquinas Produccion de acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico desaminasa (ACC desaminasa)

Produccion de giberelinas Resistencia ante el estrés abidtico

Mecanismos directos

El N es un factor limitante del crecimiento vegetal, ya que no pueden usarlo en su
forma inerte y mayoritaria (nitrdgeno atmosférico N2). La asociacion de la planta y
ciertos microorganismos permiten el aprovechamiento de esta forma del nitrégeno
(Igbal, 2016).

El P es el segundo de los factores limitantes para el crecimiento vegetal, por detras del
N. Algunos microorganismos con propiedades PGPR son capaces de solubilizar y
mineralizar el fésforo insoluble del suelo para fomentar el crecimiento de la planta. Para
ello, o bien secretan acidos o liberan el fosforo de compuestos organicos mediante
enzimas como fosfatasas y fitasas (Alori et al., 2017).

Las auxinas son unas fitohormonas que regulan la mayoria de los procesos llevados a
cabo por la planta, siendo consideradas como las responsables de la mayoria de los
fendmenos de desarrollo en esta. Algunas bacterias PGPR son capaces de sintetizar
auxinas, que favorecen el desarrollo de la raiz, la ramificacion de raices secundarias y
la formacion de mas pelos radiculares por los que se absorben los nutrientes (Ahmed y
Hasnain, 2014). Las citoquinas son otros reguladores del crecimiento de plantas, que
pueden ser también producidas por algunas bacterias PGPR ayudando a su desarrollo
(Liu et al., 2013). Finalmente, también son capaces, en ocasiones, de sintetizar
giberelinas que son fitohormonas importantes para el desarrollo de la planta (Kang et
al., 2013).

Mecanismos indirectos

El Fe, esencial para la planta, puede ser asimilado en forma de sideréforos producidos
por las bacterias a las que se asocian. Ademas de proporcionar Fe a las bacterias y
liberarlo para las plantas, el secuestro de Fe es un mecanismo de biocontrol que
impide el desarrollo de otros microorganismos fitopatégenos (Aznar y Dellagi, 2015).



La produccion de quinasas y gluconasas por algunas bacterias PGPR permite controlar
los patégenos del suelo mediante la degradacion de su pared celular (Chet et al., 1990;
Kobayashi et al., 2002; Goswami et al., 2016).

Las bacterias PGPR protegen a la planta de enfermedades a través de la resistencia

sistematica inducida (ISR) (Goswami et al., 2016).

Hay algunas bacterias PGPR que son capaces de producir ACC desaminasa, enzima
que convierte ACC (un precursor inmediato de la biosintesis de etileno en la ruta de la
metionina en plantas superiores) en amoniaco y a-cetobutirato en lugar de etileno. La
regularizacion del nivel de etileno en las plantas reduce los efectos generados por el

estrés abidtico o bidtico (Mayak et al., 2004; Barnawal et al., 2012; Singh y Jha, 2017).

En el caso que nos ocupa, hemos seleccionado una bacteria denominada Pantoea
agglomerans RSO7, una bacteria Gram negativa perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae. Este microorganismo ya habia demostrado previamente tener muy
buenas propiedades PGPR en la planta a la que hospeda de forma natural (Paredes-
Paliz et al., 2016) (tabla 2):

Tabla 2. Propiedades estudiadas de Panfoea agglomerans RSO7 y posible interés para la

planta (Paredes-Palizet al., 2016).

Propiedades PGPR Pantoea agglomerans RSO7
Fijacion de nitrogeno +
Solubilizacion de fosfatos +

Produccion de sideroforos + (halode 15 £ 2 mm)
Produccion de auxinas + (14,07 £ 1,67 mg/L)
ACC desaminasa -
Resistenciaa Cu 8smM
Resistenciaa Zn 6mM
Resistenciaa Pb >10mM
Biocontrol + (este trabajo)

La planta a la que hospeda en la naturaleza se llama Spartina marifima, una especie
presente en las marismas del suroeste de Espafia (Castillo et al., 2010) que, aunque
tiene un gran interés medioambiental, no es una planta de cultivo. Para este estudio se
ha seleccionado la alfalfa, planta perteneciente a la familia Fabaceae, por tres razones:
1) tras los cereales, las leguminosas son los cultivos de mayor importancia, fuente de
proteinas de alta calidad, fibra, grasas insaturadas, minerales y vitaminas (Maphosa y
Jideani, 2017); 2) se adaptan a suelos estresados (salinos o acidos); y 3) se asocian a
bacterias conocidas como rizobios y forman nddulos simbidticos en los que se produce
la fijacion biologica de N2, con lo que no necesitan fertilizante nitrogenado y son

cultivos ecolodgicos (Ngatia et al., 2019).



Centrandonos no solo en la familia, sino en la especie concreta, la alfalfa, Medicago
sativa, es una planta tetraploide perteneciente al género Medicago, de amplio uso en
alimentacién animal y, en menor medida, humana. Por otra parte, existe otra planta del
mismo género, Medlicago truncatula, que es un modelo de leguminosa diploide con la
particularidad de tener su genoma completamente secuenciado (Benedito et al., 2008).
Esto quiere decir que, en el caso de querer investigar en un futuro los mecanismos
moleculares de la interaccion entre la alfalfa y nuestra bacteria P. agglomerans RSO7,

se dispondra de informacion genética de una especie con gran homologia.
2. Objetivos
Con estos antecedentes, nuestros objetivos son:

e Comprobar que efectivamente promueve el crecimiento de la planta escogida,
en este caso, la alfalfa, mediante un test de placas.

e Secuenciar el ADN completo de Panfoea agglomerans RSO7 y realizar un

estudio bioinformatico del mismo.

e localizar los genes implicados en las propiedades PGPR y de la resistencia a

metales pesados y salinidad de la bacteria.

3. Metodologia

3.1. Desinfeccién superficial de las semillas

Las semillas se desinfectaron superficialmente sumergiéndolas durante 5 minutos en
alcohol al 90%, tras lo cual se lavaron abundantemente con agua destilada estéril.
Posteriormente, se trataron con una disolucion de hipoclorito sédico (lejia comercial
diluida 1:5) durante 5 minutos. Finalmente, se lavaron de nuevo abundantemente con

agua destilada estéril para eliminar restos de lejia que pudieran inhibir la germinacion.
3.2. Preparaciéon de la placay cultivo de alfalfa

Para llevar a cabo la prueba fueron utilizadas 8 placas cuadradas estériles de 20cm x
20cm. Como medio de cultivo para las plantas se utilizd el medio BNM (Buffered
Nodulation Medium) que es especifico para leguminosas. Este medio carece de fuente
de nitrogeno ya que se utiliza para estudios de nodulacién leguminosa-rizobio (Ehrhardt
et al., 1992). Puesto que, en este caso, las plantas de alfalfa no estan inoculadas con
rizobio, el medio se suplementd con nitrato amonico 2.5 mM. El medio se ha utilizado a
concentracion normal (a la que se le denominara BNM x1) y a una concentracion con la

mitad de los nutrientes (a la que se le denominara BNM x1/2).



Se prepararon cuatro placas con medio BNM x1 y otras cuatro con medio BNM x1/2.
Una vez que el medio solidificé en las placas, se procedié a la colocacion de las
semillas. Se colocaron en el borde superior del medio, mediante el uso de unas pinzas
esterilizadas. En cada placa se coloco una media de 11-14 semillas, a una distancia
equidistante entre ellas.

Tras esto, se inocularon las placas dentro de una campana de flujo laminar para
mantener la esterilidad. A las placas que denominaremos “inoculadas” se les puso 100
pL del cultivo de P. agglomerans RSO7 con medio TSB sobre cada una de las

semillas, mientras que a las que denominamos “sin inocular” solo se les afiadid medio
TSB.

Las placas se sellaron por el borde con parafilm y la parte inferior de las mismas se
cubrié con cartulina negra para evitar que la luz incidiera sobre las raices, mientras que
la parte superior se dejo al descubierto. Las placas se incubaron durante 16 dias en
una camara de cultivo de plantas con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de

oscuridad, con un régimen de temperatura dia:noche de 22:18°C.

El dia 8 se volvid a inocular las placas con el cultivo en medio TSB a aquellas que
contenian la bacteria inicialmente (5 uL a cada semilla) y solo con TSB a las que no

estaban inoculadas en un principio.
3.3. Determinacion del crecimiento de la raiz principal

Para saber cémo afecta la presencia o no de la bacteria P. agglomerans RSO7 al
desarrollo de la raiz, se midid a partir del segundo dia de crecimiento el tamano de la
raiz de cada una de estas dia a dia. A partir del dia 8 de medida, se midi6 el tamario
de la raiz cada cuatro dias hasta llegar al dia 16. Una vez se obtuvieron todos los
datos, se calculd la media diaria del tamano de las raices por placa, descartando todas
aquellas semillas no viables o desprendidas del agar. Usando estas medias diarias se

establecié la cinética del crecimiento de la raiz y se represento graficamente.
3.4, Determinacién del indice de ramificacién de la raiz

Otro de los parametros que se compararon entre las placas inoculadas y no inoculadas
fue el numero de raices secundarias que crecia en cada semilla. Para ello, se mantuvo
el recuento de estas durante siete dias, y una vez obtenidos los datos, se realizé la
media del niumero de raices secundarias por semilla al dia en cada placa y con estas
tablas se representd una grafica para establecer una comparativa visual entre las

plantas inoculadas y no inoculadas, tanto en medio BMN x1 como BNM x1/2.



3.5. Determinacion del indice de supervivencia

Del mismo modo, se realiza un estudio de cuantas semillas sobreviven hasta el dia 16.
Se recopilaron los porcentajes por placa y se realizd una media entre placas que

cumpliesen las mismas condiciones (mismo medio y presencia o no de la bacteria).
3.6. Determinacion del crecimiento del tallo y nimero de trifolios

Por ultimo, el dia 16 también fueron medidos el tamafio del tallo y el nimero de trifolios
que presentaban las distintas plantas para establecer las posibles diferencias que

pudiese generar en estas caracteristicas la presencia o no de P. agglomerans RSO7.
3.7. Analisis estadistico

Se realizd un analisis estadistico el ultimo dia (dia 16, excluyendo en el caso del
calculo del numero de las raices secundarias, que se determinaron el dia 8) en el que
los resultados obtenidos se expresaron como la media + error estandar de 2
experimentos independientes (2 placas para cada condicion) con n=14-24 plantas cada
uno de ellos. Las medias se compararon mediante el test de Student, entendiendo que

existe una diferencia significativa cuando p<0,05.
3.8. Extraccién del ADN genémico de Pantoea agglomerans RS O7

Para comenzar este estudio, se inocularon 4 mL de un medio TSB liquido con la
bacteria, procedente a su vez de una colonia aislada. Se cultivd a 28°C durante 24
horas. El medio TSB (medio de digerido de soja y caseina) es un medio liquido para el
enriquecimiento y cultivo de microorganismos aerobios que no sean excesivamente
exigentes. Una vez preparado el medio, este fue esterilizado en autoclave durante 20
min a 1 atm y 121 °C. Para el aislamiento de colonias bacterianas se utilizé el medio

solido TSA, analogo al TSB y que contiene 15 g L' de agar.

Pasadas las 24 horas se procede a la extraccién del ADN gendémico. Para ello se utilizd
un kit llamado G-spin™ Genomic DNA Extraction Kit (for Bacteria) de la casa iNtRON
Biotechnology DR. Se siguié un protocolo especifico para bacterias Gram negativas
proporcionado por el fabricante. De forma resumida, el protocolo de extraccion de ADN
consistié en centrifugar 2 mL de cultivo, el cual se resuspendié en 300 pL de solucion
G-Buffer (todas suministradas en el kit). Tras incubar a 65°C durante 15 minutos, se
afiadieron 250 pL de Binding Buffer y se aplicé a la columna, incubando 1 minuto a
temperatura ambiente. Se centrifugd 1 minuto y se descarto el eluyente de la columna.

Tras lavar dos veces, la primera con 500 pL del Washing Buffer A y la segunda con 500

pL del Washing Buffer B, se eluyé el ADN. Para ello se aplicaron 150 pL del Elution

Buffer directamente sobre la membrana de la columna. Se incubd a temperatura
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ambiente durante 1 minuto, y luego se centrifugé durante 1 minuto a 13000 rpm para
eluir el ADN gendmico. Tras esto, los tubos fueron almacenados en un congelador a
una temperatura de -80°C. Su secuenciacion posterior se realizd por un laboratorio

externo, concretamente fue enviado a Sistemas Gendémicos, en Valencia.
3.9. Secuenciacién del genoma

La secuenciacion del genoma se ha llevado a cabo a través de la empresa Sistemas
Gendmicos, S.A. (Valencia) utilizado la plataforma lllumina miSeq. Para realizar el
andlisis de la calidad se utilizé la herramienta FASTQC (www.bioinfirmatics.
bbrsc.ac.uk/projects/fastqc). El ensamblaje de las secuencias se realizé utilizando el
programa VELVET (Zerbino y Birney, 2008) mientras que los gaps fueron rellenados
utilizando la herramienta Project 2 y la prediccion de marcos abiertos de lectura (open
reading frame, orf) se llevd a cabo utilizando el programa GLIMMER3 (Kurtz et al.,
2004). Para la comparacion de las secuencias se utilizo el programa BLAST V.2.2.30+
(Altschul et al., 1997) del National Centre for Biotechnology Information (NCBI, USA)

con un valor de “cut-off’ de € igual a 10-2. Se compararon con las bases de datos RNA
(RNA central, 2014) y con la base de datos de nucledtidos NT (non-redundant
nucleotide sequences) del NCBI, asi como con la base de datos de proteinas Uniprot
Swissprot (UniprotKB/Swiss-Prot Release 2015_08) para bacterias (Magrane, 2011).
Las secuencias que no cumplian un minimo tamafio (al menos la mitad de la secuencia
mas corta de los alineamientos) fueron descartadas. La anotacion funcional de los
genes se realizd mediante la base de datos de proteinas Uniprot Swissprot
(UniprotKB/Swiss-Prot Release 2015_08) para bacterias (Magrane, 2011), asi como

mediante la Comision de Enzimas (EC) y la base de datos Gene Ontology (GO).

4. Resultadosy discusion
4.1. Efectode la inoculacién sobre la supervivencia de la planta

Se realiz6 un estudio de cuantas semillas sobreviven hasta el dia 16 sin secarse,
abortar o desprenderse para establecer posibles diferencias causadas por la presencia
de P. agglomerans RSO7. Los datos se muestran en la tabla 3. Los datos presentan
una supervivencia similar en el caso del medio que tiene la totalidad de los nutrientes
(BNM x1) siendo superior en el caso de las inoculadas en un 4,16%. En el caso de las
placas con la mitad de nutrientes, la supervivencia de las placas inoculadas aumenta
hasta un 79,16% mientras que la supervivencia de las placas sin la bacteria desciende

hasta un 58,33%, existiendo una diferencia entre ambas de 20,83%.



Tabla 3. Porcentaje de supervivencia durante 16 dias de las plantasinoculadas y no inoculadas
en medio BNM x1 (normal)y BNM x1/2 (mitad de nutrientes). Total de 24 plantas consideradas
por cada medio y condicion.

ez e Lendenss g Porcentaje de supervivencia
cultivo inoculacion J P
Sin inocular 66,67%
BNMx1 Inoculado 70,83%
Sin inocular 58,33 %
BNM x1/2 Inoculado 79,16%

Parte de estos resultados de supervivencia pueden deberse a la presencia de un
posible efecto de biocontrol de la bacteria P. agglomerans ROS7, lo que puede
observarse comparando la contaminacién presente en placas inoculadas y placas sin
inocular. Como muestran las fotos tomadas el dia 16 (figura 1 y figura 2), ambas placas
presentan contaminacién, ya que, aunque las semillas fueron esterilizadas
superficialmente, estas podian contener de forma enddgena alguno de los organismos
que, posteriormente, fueron causantes de la contaminaciéon. La diferencia reside en
como crece la contaminacion segun si esta inoculada o no. En el caso de las placas
inoculadas, la mayoria de la contaminacion se presenta en forma de pequefas colonias
aisladas alrededor de las raices (figura 1) mientras que, en el caso de la contaminacion
presente en placas no inoculadas, sobre todo cuando se trata del medio con la mitad
de nutrientes, esta contaminacion avanza por toda la placa, llegando a presentar en

algunos casos incluso un micelio central que ocupa aproximadamente 9 cm de ancho

en el agar de la placa (figura 2).

Figura 1. Contaminacion presente Figura 2. Contaminacion presente
en placa BNM x1/2 no inoculada en placa BNM x1/2 no inoculada
(dia 16). (dia 16).
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4.2, Efecto dela inoculacién sobre el crecimiento de laraiz principal

Para comprobar el efecto de la inoculacion con P. agglomerans RSO7 sobre el
crecimiento de la raiz, se determind el tamafio de la raiz principal cada dia y, a partir

del dia 8, cada cuatro dias.

Los resultados se muestran en las figuras 4 y 5. En medio completo (BNM x1), los
datos demostraron un leve y tardio efecto positivo de la inoculacion que se observo a
partir del dia 12. Finalmente, el dia 16, la media de la raiz en plantas no inoculadas fue

de 6,59 cm, mientras que en las plantas inoculadas fue de 8,55 cm (figura 3).

Los resultados en medio deficitario (BNM x1/2) fueron muy diferentes. En este caso, se
observdé un marcado efecto positivo de la inoculacion desde el 5° dia. Las raices
llegaron a presentar una longitud aproximadamente dos veces mayor en las plantas
inoculadas frente a las no inoculadas. Finalmente, el dia 16, la media de la raiz en
plantas no inoculadas fue de 5,48 cm, mientras que en las plantas inoculadas fue de
9,41 cm (figura 4). Estos resultados indican que el efecto de las bacterias respecto al
crecimiento de la raiz principal es mucho mayor cuando las plantas se encuentran en

situacion de carencia de nutrientes.

CINETICA DEL CRECIMIENTO DE LA RAIZ PRINCIPAL: PLACAS BNMx 1
10

5 =

—

DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA S DIA 6 DIA 7 DIA 8 DIA12  DIiA 16
=8=NO INOCULADAS INOCULADAS
Figura3. Cinética del crecimiento de la raiz principal durante 16 dias en plantasinoculadas
n=17 (color naranja) y no inoculadas (color azul) en medio BNM x1 n=16 (medio completo).
CINETICA DEL CRECIMIENTO DE LA RAIZ PRINCIAL: PLACAS BNMx
1/2

10

5 /
o "=

DiA 1 DIiA 2 DIA 3 DIA 5 DIA 6 DIiA 7 DIiA 8 DiIA12 DiA16

== S|N INOCULAR INOCULADAS

Figura4. Cinética del crecimiento de la raiz principal durante 16 dias en plantas inoculadas
n=19 (color naranja) y no inoculadas (color azul) en medio BNM x1/2 n=14 (mitad de

nutrientes).
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El dltimo dia de medida, dia 16, se realizé6 un analisis estadistico del crecimiento de la
raiz principal. Para ello, se midieron todas las plantas de cada condicion y se
establecié la media entre estas. Los resultados fueron expresados como media * error
estandar (tabla 4) y se compararon mediante el test de T-Student, entendiendo que
existe una diferencia significativa cuando p<0,05.

Tabla4. Media del tamafio de la raiz principal de las plantas inoculadas y no inoculadas en
medio BNM x1 (normal) y BNM x1/2 (mitad de nutrientes) el dia 16.

. . Condiciones de . ~ .
Medio de cultivo inoculacion Media del tamano de la raiz principal (cm)
Sin inocular 7,36 £ 0,77 (n=16)
BNM xi Inoculado 8,565 £ 0,75 (n=17)
Sin inocular 5,48 £ 0,66 (n=14)
BNM x1/2 Inoculado 9,41 + 0,58 (Nn=19)

Se realizé la prueba T-Student para ambas condiciones, de donde se obtuvieron los

siguientes resultados:
e Para medio de cultivo BNM x1, p=0,271, no existe diferencia significativa.

e Para medio de cultivo BNM x1/2 p= 0,001, existe diferencia significativa.

La presencia de una diferencia no significativa cuando se trata de medio BNM x1 puede
deberse a que, ante la presencia de la totalidad de nutrientes, en ambas condiciones
las plantas crecen muy bien. En el caso de BNM x1/2 la disponibilidad de nutrientes es
mas limitada, por lo que los efectos beneficiosos de las bacterias pueden observarse
mejor, ya que como veremos en el analisis del genoma pueden solubilizar fosfato, fijar
nitrégeno, sintetizar siderdforos, etc. permitiendo un crecimiento mejor de la raiz con

menos aporte de nutrientes.

4.3, Efectode la inoculacion sobre el indice de ramificacion

Para comprobar el efecto de la inoculaciéon con P. agglomerans RSO7 sobre el nimero
de raices secundarias, se contabilizé el numero de raices secundarias dia a dia, hasta
el dia 8. Los resultados se muestran en las figuras 5 y 6. En medio completo (BNM x1),
los datos demostraron una notable diferencia entre el nimero de raices secundarias de
las placas no inoculadas, con una media de 0, y el numero de raices secundarias

presentes en las placas inoculadas, con una media de 3,54 (figura 5).

Los resultados en medio deficitario (BNM x1/2) también mostraron una diferencia
notable frente a la presencia de la bacteria, aunque algo menor que en el caso del
medio completo. Las placas no inoculadas alcanzaron una media del nimero de raices
secundarias de 0,5, mientras que, en las placas inoculadas, la media del numero de

raices secundarias fue de 2,42 (figura 6). Los datos permiten afirmar que la presencia
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de la bacteria aumenta el numero de raices secundarias de la planta,

independientemente del medio considerado.

MEDIA N2 DE RAICES SECUNDARIAS/DIA - PLACAS BNMx1

0 O 10} e o
DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 5 DIA 6 DIA 7 DIiA 8

=@=—NO INOCULADAS INOCULADAS

Figura5. Media del numero de raices secundarias durante 8 dias en plantas inoculadas (color
naranja) y no inoculadas (color azul) en medio BNM x1 (medio completo). Total de 24 plantas
de cada condicion.

MEDIA N2 DE RAICES SECUNDARIAS/DIA - PLACAS BNMx1/2

4
2
0 g -2
DiA 1 DiA 2 DiA 3 DIA 5 DiA 6 DIiA 7 DiA 8
=@=—NO INOCULADAS INOCULADAS

Figura6. Media del numero de raices secundarias durante 8 dias en plantas inoculadas (color
naranja) y no inoculadas (color azul) en medio BNM x1/2 (medio deficitario). Total de 24
plantas de cada condicion.

El dia 8 se realizé un analisis estadistico del nimero de raices secundarias. Para ello,
se realizé un recuento de todas las raices secundarias de todas las plantas de cada
condicién y se establecié la media entre aquellas sometidas a las mismas condiciones.
Los resultados seran expresados como media + error estandar (tabla 5) y se
compararon mediante el test de T-Student, entendiendo que existe una diferencia

significativa cuando p<0,05.

Tabla 5. Media del numero de raices secundarias de las plantasinoculadasy no inoculadas en
medio BNM x1 (normal) y BNM x1/2 (mitad de nutrientes).

. . Condiciones de . o . :
Medio de cultivo inoculacion Media del n° de raices secundarias
Sin inocular 0 (n=24)
BNM x1 Inoculado 3,50 £ 0,63 (n=24)
Sin inocular 0,50 £ 0,2 (n=24)
BNM x1/2
Inoculado 2,41 £ 0,52 (n=24)
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Se realizé la prueba T-Student para ambas condiciones, de donde se obtuvieron los

siguientes resultados:
e Para medio de cultivo BNM x1, p=2,613", existe diferencia significativa.

e Para medio de cultivo BNM x1/2 p=0,002, existe diferencia significativa.

En este caso si existen diferencias significativas para ambos casos, en un principio,
porque puede que la bacteria ejerza un efecto positivo para el crecimiento de las raices
secundarias en ambos medios, destacando especialmente en el caso de BNM x1, lo
cual puede deberse a que, en un medio BNM x1/2, al tener falta de nutrientes, incluso
las plantas no inoculadas tienen tendencia a desarrollar raices secundarias para asi
intentar captar un mayor numero de nutrientes del medio. Estos efectos estan
relacionados con la capacidad de la bacteria de sintetizar auxinas (Paredes-Paliz et al.,
2016a), ya que estas fitohormonas regulan, entre otros procesos, el crecimiento y
ramificacion de la raiz y el desarrollo de un mayor numero de pelos absorbentes
(Weijers et al., 2018).

4.4. Efecto de la inoculaciéon sobre parametros del tallo

El ultimo dia de medida, dia 16, se midieron los tallos de todas las plantas para
establecer o no la presencia de diferencias que podrian haberse producido al estar
sometidas a distintas condiciones. Los resultados se muestran en la tabla 6. Los datos
presentan un aumento en el tamafio medio del tallo de las plantas de las plantas
inoculadas frente a aquellas que estaban sin inocular, tanto en medio con la totalidad
de nutrientes, BNM x1 como en el medio deficitario en estos, BNM x1/2, siendo mayor
la diferencia en este ultimo caso. El incremento del tallo en BNM x1 fue del 20%,
mientras que el incremento de la longitud del tallo en medio BNM x1/2 fue del 53%.
Estos resultados sugieren que hay un mayor efecto promotor del crecimiento en

condiciones de limitacion de nutrientes.

Tabla 6. Media del tamafio del talloy el numero de trifolios de las plantas inoculadasy no
inoculadas en medio BNM x1 (normal) y BNM x1/2 (mitad de nutrientes).

Mgglo Condiciones de Media del tamano del tallo Media del nUmero de
aulias inoculacion (cm) trifolios
Sin inocular 5,79 + 0,49 (n=16) 2,19 + 0,85 (n=16)
BNM x1
Inoculado 6,88 + 0,63 (N=17) 3,41 £ 0,33 (n=17)
BNM Sin inocular 5,42 £ 0,66 (n=14) 2,28 £ 0,26 (n=14)
x1/2 Inoculado 8,31 + 0,55 (n=19) 3,42 £ 0,24 (n=19)

Se realiz6é la prueba T-Student para ambas condiciones, de donde se obtuvieron los
siguientes resultados para la media del tamario del tallo:

e Para medio de cultivo BNM x1, p= 0,185, no existe diferencia significativa.
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e Para medio de cultivo BNM x1/2 p= 0,001, existe diferencia significativa.

En este caso, vuelve a no existir una diferencia significativa en los medios BNM x1,
esto puede deberse a que las plantas en ambas condiciones crecen muy bien al tener
una cantidad optima de nutrientes, y las placas no estan preparadas para tener un tallo
de gran tamano, puesto que son llenadas de mas de la mitad de medio, quedando
apenas unos 11-14 cm de maximo para que el tallo crezca. La limitacion de espacio
puede frenar su crecimiento, siendo éste el motivo mas probable por el que puede no
existir una diferencia significativa en el supuesto considerado.

También se realizd un recuento del numero de trifolios de todas las plantas y se hizo la
media entre aquellas sometidas a las mismas condiciones. Los resultados se muestran

en tabla 6.

Se realizé la prueba T-Student para ambas condiciones, de donde se obtuvieron los

siguientes resultados:
e Para medio de cultivo BNM x1, p=0,003, existe diferencia significativa.

e Para medio de cultivo BNM x1/2 p=0,011, existe diferencia significativa.

Existen diferencias significativas en el nimero de trifolios tanto en el caso de BNM x1
como en el de BNM x1/2, siendo el nimero de estos ligeramente superior en el Gltimo
caso probablemente porque, al tener menos nutrientes en el medio, la fotosintesis,

realizada por medio de estos trifolios, puede cobrar una mayor relevancia.

Por ultimo, también se realizaron unas fotografias para establecer una comparativa
visual entre las placas inoculadas y las placas sin inocular. En el caso de las placas
con medio completo BNM x1 mostraba alguna diferencia en su apariencia, pero lo mas
llamativo sucedioé en el caso de las placas BNM x1/2 donde se podia ve claramente el

efecto beneficioso de la bacteria sobre la planta, como se muestra en la figura 7:

Figura 7. Aspecto de plantas de alfalfa cultivadas en medio BNM x1/2 inoculadas (A) y no
inoculadas (B) (dia 16).
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4-5- Secuenciacién del genoma

En primer lugar, se hizo una evaluacion de la calidad de la secuenciacion. Para ello, se

evaluaron dos parametros estadisticos:

Calidad de la secuenciacion por base:

Se evaludé mediante un parametro logaritmico Q conocido como nivel de calidad Phred.
Este parametro da la probabilidad de que una base determinada sea correcta en la
secuencia (Ewing et al., 1988; Ewing y Green, 1988). Asi, por ejemplo, un valor de 20
indica que hay 1 en 100 (102) probabilidades de que la base sea incorrecta. La figura 8
muestra los valores de Q para las bases segun su posicién en la lectura. Los valores
de Q van desde 30 a 40 aproximadamente, lo que indica que la probabilidad de que la

lectura de estas bases sea correcta esta comprendida entre 99,99y 99,999%.

cross al bates (Sange

, ; I.t"l_olli:ll_unl IITHII[II[II] \|r1r|
i }L_Iv LIT XTI T ’ ‘f?
E;@j:dallll

24

Valor de Q (nivel de calidad Phred]

0:04 109109 120124 133139 150151

Posicion de la base enla lectura

Figura 8. Andlisis de la calidad de la secuencia mediante el parametro Q (nivel de calidad
Phred) segun la posicion de las bases en la lectura. Lalinea azul representa la media de los

valores de Q y la linea roja representa la mediana.

Calidad de la secuenciacion global.

La figura 9 representa el numero de bases que tienen un determinado indice Q. De
casi 4,6 millones de bases que contuvo la secuencia total, menos de 2000 presentaban
un indice Phred inferior a 30, es decir, que la probabilidad de que sean incorrectas es
103, o sea, que son correctas en un 99,9%. El resto tienen valores de Q mas altos, por
lo que la probabilidad de que sean correctas es mayor (hasta 99,99%), lo que
corresponderia a un valor de Q de 40. Utilizando estos criterios, las secuencias que

presentaron una lectura de mala calidad se eliminaron.

El ensamblaje del genoma produjo 717 contigs. Este numero puede parecer bastante
alto, sin embargo, hay que destacar que los 100 primeros contigs mas largos

aglutinaban un 96% del genoma, ya que se encontraron 86 contigs con un tamafio
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superior a 1 Kb. EIl contig con el tamano superior contenia 187.661 pb. En el otro
extremo, la mayoria del resto de los contigs tenian menos de 300 pb, con lo cual es
poco probable que codifiquen un gen. De todas formas, se han conservado en el
analisis. El valor de N50 (un parametro estadistico que evalua la longitud media de un
set de secuencias; es decir, que al menos el 50% del genoma esté contenido en un

numero de contigs igual o superior a ese numero) fue de 73.054.
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Figura9. Anélisis global de la calidad de la secuencia mediante el parametro Q (nivel de

calidad Phred).

4.6. Estudio detallado del genoma

Un analisis global del genoma revela que P. agglomerans RSO7 es una bacteria muy
versatil y es capaz de adaptarse a una gran cantidad de situaciones ambientales. Por
ejemplo, se han encontrado operones para la utilizacion de un gran numero de fuentes
de C (sorbitol, tartrato, citrato, xilulosa, galactofuranosa, ramnosa, arabinosa,
galactosa, maltosa, manosa, etc.). También puede utilizar diversas fuentes de N
(nitrato, amonio, aminoacidos, incluso se han detectado genes de fijacion de N2) y S
(sulfato, aminoacidos como cisteina y metionina junto a taurina). Junto a su versatilidad
metabdlica, esta bacteria muestra resistencia a muchos tipos de estrés, no solo a
metales pesados y salinidad, sino también a calor, frio, radiacién UV, acidos, estrés
oxidativo (se han encontrado catalasas y diversas peroxidasas, asi como superoxido
dismutasa y glioxilasa) y diversos xenobidticos como compuestos azoicos (se ha
encontrado una FMN-azorreductasa), curcumina (se ha encontrado una curcumina
reductasa), a compuestos con grupos formilo (posee formilasa y formil-transferasa),
compuestos halogenados (gracias a una dehalogenasa), compuestos con grupos nitro
(se ha encontrado una nitrorreductasa), etc. Por otra parte, se han encontrado varios
genes (Syx, crp) que indican que es competente natural, siendo capaz de incorporar
ADN vy por lo tanto de adquirir nuevas capacidades. También puede adquirir ADN
plasmidico mediante conjugacion, habiéndose detectado genes del precursor de pilina,

una ATPasa implicada en la retraccion del pilus y los genes ppdAB implicados en
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conjugacion. La presencia de integrasas y genes de fagos (lisogenia) hace sospechar
que también pueda adquirir informacion genética mediante transduccién. Todo esto
indica que estda muy bien equipada para adaptarse a muchas variaciones
medioambientales y es muy competitiva en la rizosfera.

En particular, de todos los genes nos vamos a centrar en cuatro aspectos que son

fundamentales para su aplicacion como bacteria promotora del crecimiento vegetal:

e Resistencia a metales pesados.

e Resistencia a sal (alta osmolaridad).

e Propiedades PGPR: genes relacionados con el metabolismo y trasporte del

hierro y con el fosfato o la solubilizacion de este.

e Procesos rizosféricos importantes para la colonizaciéon e interaccién planta-

microorganismo.

4.6.1.

Genes relacionados con la resistencia a metales pesados

El analisis manual reveldé que el genoma lleva operones en racimo que codifican

proteinas relacionadas con la resistencia al arsénico (As) y cobre (Cu), asi como genes

para la tolerancia al Zn, Co y Ni y al Te.

Tabla 7. Genesde resistencia a metales pesados encontrados en el genoma de Panfoea

agglomeransRSO7.
Metal/ Gen Producto génico/funciéon Maxima identidad | Numero
Metaloide de
acceso
Cobre CopA | ATPasa tipo P exportadora de cobre. | COPA_STAAB Q2YWA3
Participa en la salida de cobre. (Staphylococcus
aureus)
CueR | Regulador transcripcional tipo HTH | CUER_SALTY Q93CHe6
CueR. Detectael estrés citoplasmico | (Sa/monella
de cobre y activa la transcripcion en | fyphimurium)
respuesta a este.
CueO | Cobre-oxidasa periplasmica. Implicada | CUEO_YERPE Q8ZBKo
en la detoxificacidon al oxidar Cu+ a | (Yersinia
Cu?** impidiendo su captacion al | pseudotuberculosi
citoplasma. S)
ComR | Represortranscripcional de tipo HTH | COMR_ECOLI P75952
ComR. Reprime la transcripcion | (Escherichia coli
cuando bajan los niveles de cobre.
YebZ | Proteinade membranainterna YebZ. | YEBZ_ECOLI P39172
Media en la salida de iones de cobre. | (Escherichia coli)
CutC | Proteina de homeostasis de cobre | CUTC_ERWT9 B2VJB9
CutC. Participa en el control de la | (Erwinia
homeostasis del cobre. tasmaniensis)
CusS | A4752 sensorde Cu. CUSS_ECOLs6 Q8FK37
(Escherichia coli)
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expresion de diferentes sistemas de
resistencia a metales pesados.

Zinc ZitB Transportadorde zinc ZitB. Reduce la | ZITB_SALTY Q8ZQT3
acumulacién de Zn en el citoplasma | (Sa/monelia
haciendola mas resistente al zinc. typhimurium)
zZntB Proteina de transporte de zinc ZntB. | ZNTB_CITK8 ABAGDS
Transportador transmembrana que | (Cifrobacter
media la salida de iones de zinc. | koseri)
Arsénico | ArrH FMN-reductasa dependiente de | ARREH_ACIF2 B7J950
NADPH. Inducible por As. (Acidithiobacillus
ferrooxidans)
ArsB Bomba de expulsion de As (lll) | ARSB1_ECOLX P08691
utilizando como energia gradiente de | (Escherichia coli)
H+.
ArsC Arseniato reductasa. ARSC_ECOLI POAB96
(Escherichia coli)
YfB Proteina YffB. Pertenece a la familia | YFFB_ECOLI P24178
ArsC. (Escherichia coli)
Niquely RcnA | Sistema de eflujode niquel / cobalto | Y1248_HAEIN P44136
cobalto putativo HI_1248. Sistema de eflujo de | (Haemophilus
niquel y cobalto. influenzae)
Magnesio | CorC | Proteinaimplicada en la expulsion de | CORC_SALTI POA2L4
y cobalto magnesioy cobalto CorC. (Salmonelia
typhimurium)
CorA Proteina de expulsion de magnesio y | CORA_THEMA Q9WZ31
cobalto CorA. Homeostasis del Mg. (Thermotoga
marftima)
Hierro FetA Proteina de union a ATP FetA. Parte | FETA_ECOLI P77279
del transportadorde tipo ABC FetAB, | (Escherichia coli)
implicada en la exportacion de Fe y en
la resistencia al estrés oxidativo
mediada por H,0,. Aporta la energia
para el sistema de transporte.
FetB Permeasa FetB. Parte del [ FETB_ECOLI P77307
transportador de tipo ABC FetAB, | (Escherichia coli)
implicada en la exportacién de Fe y en
la resistencia al estrés oxidativo.
Teluro TehB | Telurito metiltransferasa. Es | TEHB_ECOLI P25397
responsable de la resistencia al teluro. | (Escherichia colf)
Regulado- | Gen Producto génico/funcién Maxima identidad | Numero
res de
acceso
Zincy HydH | Regulador transcripcional ZraR. | ZRAR_ECOLI P14375
plomo G Miembro del Sistema regulador de dos | (Escherichia coli)
componentes ZraS/ZraR. Ademas de
autorregularla expresién del operon
ZarSR, regulala de ZarP.
Multimetal | CzcR | Regulador transcripcional CzcR. | CZCR_CUPMC Q44006
:Co,Cdy Forma parte del sistema de dos | (Cupriavidus
Zn. componentes CzcSR que controla la | metallidurans)

Uno de los mecanismos mas frecuentes de resistencia de los procariotas frente a los

metales pesados consiste en el bombeo del metal fuera de la célula bacteriana (Nies,

2003). A pesar de ser también un micronutriente esencial, el cobre es uno de los

elementos mas toxicos ya que es muy oxidante. Las bacterias han desarrollado

multiples sistemas de resistencia a este elemento (Moraleda-Mufoz et al., 2010). En

19




RSO7 se han encontrado un regulador transcripcional positivo (CueR) y un represor
(ComR) que se activan alternativamente segun la concentracion periplasmica de Cu
(Stoyanov et al., 2001; Mermod et al., 2012). También una proteina periplasmica de
unién a Cu (CutC) y una cobre-oxidasa periplasmica (CueO) que oxida Cu?+ a Cu+
impidiendo su entrada al citoplasma (Grass y Rensing, 2001), asi como dos bombas de
expulsion de Cu fuera del citoplasma (CopA y YebZ) (Rensing et al., 2000). Del mismo
modo, el Zn también es téxico a altas concentraciones, habiéndose encontrado una
bomba de expulsion de Zn (ZntB) (Worlock y Smith, 2002) junto a otra bomba de tipo
ZitB (Grass et al., 2001). Por otra parte, Co y Ni son expulsados fuera de la célula a
través de un mismo transportador, en este caso el RcnA (Rodrigue et al., 2005). Genes
adicionales para la expulsion de Co y Mg son CorC y CorA, participando en la
homeostasis de este ultimo elemento (Nordin et al., 2013). Con respecto al As, se ha
identificado el operdn de resistencia formado por arrH, arsB 'y arsC (Ben Fekih et al.,
2018), junto a una proteina adicional de tipo Yffb con actividad arseniato reductasa
(Suhadolnik et al., 2017). Por su parte, el Fe, aunque es muy necesario como cofactor
en muchas enzimas, también es perjudicial en exceso, de modo que se ha encontrado
un sistema de expulsidon de Fe (FetAB) formado por una permeasa y una ATPasa que

suministra la energia para el transporte (Nicolaou et al., 2013).

A diferencia de estos mecanismos de resistencia basados en la expulsion del elemento
téxico fuera de la célula, la resistencia frente a Se y Te (ambos del grupo VIB de la
tabla periodica) consiste en la metilacion y la volatilizacion a través de la membrana
plasmatica de especies volatiles como el dimetilselenio y el dimetilteluro (Chasteen y
Bentley, 2003). Se ha encontrado el gen T7ehB que codifica una enzima con actividad

telurito metiltransferasa.

En cuanto a los genes reguladores, se han encontrado los genes reguladores HydHG,
que codifica el regulador transcripcional ZraR, el cual regula la expresion de ZraP
(Leonhartsberger et al., 2001). Adicionalmente se ha encontrado el regulador CzcR,
que forma parte del sistema de dos componentes CzcSR, el cual controla la expresion
de diferentes sistemas de resistencia a metales pesados como Zn, Cd y Co (Baeyens

etal., 1997).
4.6.2. Genesrelacionados con la resistencia a la sal (alta osmolaridad)

El analisis manual del genoma reveldo la presencia de genes involucrados en la
resistencia a alta osmolaridad, tales como osmoprotectores o reguladores
transcripcionales para evitar un posible dafio producido por la sal.
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Tabla 8. Genesrelacionados con la resistencia a la sal (alta osmolaridad) encontrados en el

genoma de Panfoea agglomeransRSQO7.

Osmoprotector | Gen Producto génico/funcién Maxima Numero
identidad de
acceso
Glicina betaina | BeiA Colina deshidrogenasa que | BETA_KLEP7 | A6T613
(dos participa en la biosintesis de | (Klebsiella
copias) | glicina betaina. pheumoniae)
BetB Betaina aldehido deshidrogenasa. | BETB_ECOLU | B7N8L4
Biosintesis de glicina betaina. (Escherichia
colf)
BetT Proteinade transporte de colina | BETT_ECO57 | POABD
de alta afinidad. Participa en la | (Escherichia 0
ruta de biosintesis de betaina a | co/i)
partir de colina.
YehX Proteina de union a ATP YehX. | YEHX_ECOLI | P33360
Sistema de absorcidn de glicina | (Escherichia
betaina de baja afinidad. colf)
YehY Permeasa YehY. Sistema de | YEHY_ECOLI | P33361
absorcion de glicina-betaina de | (Escherichia
baja afinidad. coli)
YehZ Proteina de wunion a glicina- | YEHZ_ECOLI | P33362
betaina YehZ. Parte de un | (Escherichia
complejo transportador de glicina | co/j)
betaina de baja afinidad.
Prolina/ ProP Transportador de prolina / glicina | PROP_STAAR | Q6GJ9%
glicina betaina/ betaina. (Staphylococc
prolina betaina us aureus)
ProV Proteina de union a ATP. Parte | PROV_ECOLI [ P14175
del complejo ProU involucrado en | (Escherichia
la absorcion de glicina betainay | coli)
prolina betaina.
ProW Permeasa que forma parte del | PROW_SALT | P17327
complejo ProU implicado en la | Y
captacion de glicina betaina y | (Salmonella
prolina betaina. typhimurium)
ProX Proteina periplasmicade unién a | PROX_ECO57 | POAFM
glicina betaina/prolina betainade | (Escherichia 3
alta afinidad. colf)
ProY Permeasa especifica de prolina | PROY_SALTY | P37460
ProxY. (Salmonella
typhimurium)
Colina-O-sulfato | OsmV/ Proteina de uniéonde importacion | OSMV_SALTY | Q8ZPK
y glicina de osmoprotectores dependiente | (Salmonella 4
betaina de ATP. typhimurium)
OsmW Permeasa para colina-O-sulfatoy | OSMW_SALT | Q8ZPK
glicina betaina. Y 3
(Salmonella
typhimurium)
OsmX Parte del complejo transportador | OSMX_SALTY | Q8ZPK
OsmU para colina-O-sulfato y | (Sa/monelia 2
glicina betaina. typhimurium)
OsmY Proteina periplasmicaimportadora | OSMY_ECOL6 | POAFH
(dos de coina-O-sulfato y glicina | (Escherichia 8
copias) | betaina. colf)
Trehalosa OtsA Trehalosa-6-fosfato sintasa. | OTSA_SALAR | AAMMQ
Biosintesis de trehalosa. (Salmonella 2
arizonae)

21




OtsB Trehalosa-fosfato fosfatasa. | OTSB_SALTY | PoCL50
Elimina el fosfatode la trehalosa | (Sa/monella
6-fosfato para producirtrehalosa | fyphimurium)
libre.
TreA Trehalasa periplasmica. | TREA_ECOK1 | A1AAC
Descompone  trehalosa en | (Escherichia 5
glucosa al volver las células a | colj)
osmolaridad normal.
TreF Trehalasa citoplasmatica. | TREF_ECOS | B1LJ63
Hidroliza la trehalosa a glucosa | M
cuando regresan las células a | (Escherichia
condiciones de baja osmolaridad. | co/i)
TreH Trehalasa TreH. TREH_MYCS2 | AOROW
(Mycolicibacter| 9
um
smegmaltis)
TreY Maltooligosil trehalosa sintasa. TREY_ARTSQ | Q44315
(Arthrobacter
sp.)
TreZ Maltooligosil trehalosa | TREZ_SACSO | Q55088
trehalohidrolasa. (Sulfolobus
solfataricus)
Multiples OusA Transportador de glicinabetaina/ | OUSA_DICD3 | Q47421
osmoprotecto- prolina/ ectoina/ acido pipecdlico | (Dickeya
Res OusA, pertenece a la superfamilia | dadanti)
MSF. Implicado en transporte y
acumulacion de varios
osmoprotectores. Se induce por
estrés osmatico.
Reguladores Gen Producto génico/funcién Maxima Numero
transcripciona- identidad de
les acceso
Reguladores OmpR- | Sistema de dos componentes | OMPR_ECQO57 | POAA18
transcripciona- | EnvZ EnvZ/OmpR implicado en | (Escherichia
les osmoregulacion. Regula la | col)
transcripcion de las porinas OmpF | ENVZ_SALTY | P08982
y OmpC. Respuestas al estrés | (Salmonella
acido y osmoético. typhimurium)
DoeX Proteina reguladora | DOEX_HALED | E1V7V9
transcripcional DoeX. Su funcién | (Halomonas
es la degradacién/sintesis de | elongata)
ectoinaen respuestaa sal.
Bet/ Represor transcripcional tipoHTH | BETI_CROS8 | A7MFA
implicado en la biosintesis de | (Enferobacter | 6
glicina betaina. sakazakii)
OsmB Lipoproteina osmoticamente | OSMB_ECOLI | POADA
inducible B. Resistencia al estrés | (Escherichia 7
osmoético. Importante para la | col)
supervivencia en fase
estacionaria.
OsmE Lipoproteina inducible | OSME_ECO57 | POADB
osmoticamente OsmE. Posible | (Escherichia 2
regulacion osmética del nitrégeno. | coli)

La cepa RSO7 esta equipada con una bateria de genes que regulan la resistencia a la

sal (estrés osmotico). La regulacion se lleva a cabo mediante la actividad un sistema

de dos componentes OmpR/EnvZ (Forst Set al., 1989) y otros mas especificos como el

regulador de la sintesis de ectoina DoeX (Schwibbert et al., 2011) o el represor de la
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sintesis de glicina betaina Bef/ (Scholz et al., 2016). Estos activadores transcripcionales
regulan la expresion de genes de la sintesis de betaina (del que se ha encontrado un
operon de tipo Bet/ABT) (Canovas et al., 2000) y de la sintesis de trehalosa (OfsAB)
(Kaasen et al., 1994) y TreYZ (Maruta et al., 1996). También regulan la captacion
desde el periplasma de prolina y la sintesis a partir de colina de glicina betaina y
prolina betaina mediante tres sistemas: ProPVWXY (Stirling et al., 1989), OsmVWXY
(Frossard et al., 2012) y YehXYZ (Checroun y Gutierrez, 2004), este ultimo de baja
afinidad. También se ha detectado el gen OusA, que codifica un transportador de la
familia MFS (Major Facilitator Superfamily) implicado en el transporte y la acumulacion
de varios osmoprotectores tales como glicina betaina, prolina, ectoina y acido
pipecolico (Gouesbet et al., 1996). Tras la desaparicion de las condiciones de estrés
osmoético los metabolitos osmdticos son “reciclados” como fuente de carbono. Por
ejemplo, se han encontrado tres trehalasas, una citosdlica y otra periplasmica (TreA y
TreF) (Horlacher et al., 1996) y una TreH recientemente descubierta (Carrol et al.,
2007), que degradan trehalosa a glucosa cuando las células regresan a condiciones de
baja osmolaridad. Finalmente, se han encontrado otras proteinas reguladas por estrés
osmotico que a su vez estan implicadas en diferentes procesos celulares como el
metabolismo del nitrégeno (OsmE) o la supervivencia en la fase estacionaria del cultivo
(OsmB). Todos estos genes ponen de manifiesto la resiliencia frente a situaciones de

estrés osmatico y la fina y compleja regulacion de esta respuesta.
4.6.3. Genesrelacionados conlas propiedades PGPR

Los genes potencialmente involucrados en la promocion del crecimiento de las plantas
también se extrajeron cuidadosamente, destacando aquellos implicados en el trasporte
y metabolismo del hierro, asi como aquellos relacionados con el fosfato o la
solubilizaciéon de este.

4.6.3.1.Genesrelacionados con el trasporte y metabolismo de hiemro

El hierro es un elemento fundamental para las bacterias, formando parte de muchos
cofactores de enzimas redox, transportadores de electrones, etc. Por ello, las bacterias

se aseguran de conseguirlo e incluso de competir por este elemento.

Tabla9. Genesrelacionados con el transporte y metabolismo del Fe encontrados en el genoma
de Pantoea agglomeransRSO7.

Proceso Gen Producto génico/funcién Maxima Numero
identidad de
acceso
Transportede | EfeO Componente del sistema de | EFEO_ECOL6 | Q8FJ35
iones Fe?+ absorcion de hierro Fe?* EfeO. | (Escherichia
Componente de union de hierro y | coli)
/ o transferencia de electrones.
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FeoA Proteina FeoA implicada en el | FEOA_ECO57 POAEL5
transporte deiones ferrosos Fe?+. | (Escherichia
coli)
FeoB FeoB GTPasa. Se acoplaa FeoA | FEOB_SALTY P74884
aportando la energia para el | (Salmonelia
transporte de Fe?* mediante la | fyphimurium)
hidrolisisde GTP.
EfeU lon ferroso permeasa EfeU.| EFEU_SHIFL Q83LK5
Captacion deiones Fe?+ através | (Shigella
de la membrana. flexneri)
ESA 00 | Proteinaimplicada en el traficode | FETP_CROSS8 A7MLYO0
329 iones Fe?*. Mediador en las | (Cronobacter
transacciones de hierro. sakazakif)

Transportede | FbpB Permeasa implicada en el| FBPB_ACTPL Q44123

iones Fe3* transporte de Fe3* FbpB. Parte | (Acfinobacillus
del complejo transportador | pleuropneurmoni
FbpABC involucrado en la| ae)
importacién de iones férricos.

FbpC Proteina de unién a ATP FbpC. | FBPC_ECOLI P37009
(dos Parte del complejo transportador | (Escherichia
copias) | FbpABC involucrado en la| colj
importacion de iones Fe3+.| FBPC_BRUME | Q8YCG3
Responsable del acoplamientode | (Brucella
energia al sistema de transporte. | melitensis)
Sideroforos Gen Producto génico/funcion Méaxima Numero
identidad de
acceso
HemH Ferroquelatasa citoplasmica. | HEMH_PECAS | Qe6D7Z4
Cataliza la insercion de Fe?* en | (Pectobacterium
protoporfirina 1X. atrosepticum)

Hemo EfeB Deferroquelatasa/peroxidasa EFEB_ECOK1 A1A9S3

(Fe?") EfeB. Particip en la recuperacion | (Escherichia
de hierro hemo exdégeno. Extrae | colf)
hierro mientras conserva intacto
el anillo de tetrapirrol.

Hemina (Fe3*) | HmuS Proteina de transporte de hemina | HMUS_YERPE | Q56990
HmuS. Parte del sistema de | (Yersiniapests)
transporte para hemina.

HmuT Proteina periplasmicade unién a | HMUT_YERPE [ Q56991
hemina HmuT. Parte del sistema | (Yersinia pestis)
de transporte para hemina.

HmuU Permeasaimplicada en el sistema | HMUU_YERPE | Q56992
de transporte de hemina HmuU. | (Yersinia Pestis)
Responsable de la translocacion
del sustrato a través de la
membrana.

HmuV Proteinaimportadora de hemina | HMUV_SODGM [ Q2NSRo0
con unién a ATP. (Sodalis

glossinidius)

Ferritina YciF Proteina Ycif. Proteinasimilarala | YCIF_ECOLI P21362
ferritina. Implicada en el trasporte | (Escherichia
y el metabolismo del hierro. coli

Bacterio- Bfr Bacterioferritina. Proteina de | BFR_SALTY 068926

ferritina almacenamiento de hierro. Tiene | (Salmonella
actividad ferroxidasa: une Fe?+, lo | fyphimurium)
oxida a Fe®* que almacena dentro
de la cavidad central del complejo
proteico.

Bfd Ferredoxina asociada a | BFD_SALTI POA1Z7
bacterioferritina. Parece asociarse | (Salmonella
con BFR; componente redox. typhi)
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Ferritina no FinA Es, probablemente, una ferritina | FTN1_HAEIN Pa3707

hemo bacteriana no hemo. Implicadaen | (Haemophilus
el almacenamiento de hierro. influenzae)

Enterobactina | EntA Enterobactina sintetasa. Complejo | ENTA_ECOLI P15047

EntB enzimatico formado por 6| (Escherichia

EntC componentes: EntABCDEF. | coli)

EntD Participa en la biosintesis del | ENTB_ECO57 POADI5

EntE sideroforo enterobactina, que es | (Escherichia

EntF una lactona trimérica macrociclica | co/f)
de N- (2,3-dihidroxibenzoil) ENTC_ECO57 POAEJ3
serina. (Escherichia

coli)

ENTD_SALTI Q8z8L9
(Salmonella

lyphi)

ENTE_ECO57 Q8XBV3
(Escherichia

coli)

ENTF_ECOLI P11454

(Escherichia

coli)

FepA Receptor de Fe-enterobactina | FEPA_ECOLI P05825
FepA, implicado eneltransporte | (Escherichia
enterobactina-Fe*+ a través de la | colf)
membrana externa de bacterias
Gram negativas.

Acromobactina | CbrD Proteina trasportadora de | CBRD_DICD3 Q47087

acromobactina de unién a ATP. | (Dickeya
Parte del sistema de transporte | dadanti)
CbrABCD para la captacion del
sideroéforo acromobactina.
Probablemente responsable del
acoplamiento de energia al
sistema de transporte.

Ferrioxiamina FOXA Receptor de ferroxiamina. Uniony | FOXA_YEREN | Q01674
absorcion de ferrioxamina, en | (Yersinia
asociacion con la proteina TonB. | enterocolitica)

FhuE Receptor de la membrane externa | FHUE_ECOLI P16869
para Fe3*-coprégeno, Fe3*- | (Escherichia
ferrioxamina B y Fe3*+-acido | col)
rodotrulico.

FhuF Reductasa ferrica FhuF. | FHUF_ECOLI P39405
Implicada en la reduccion de | (Escherichia
Fe3+-ferrioxiamina citoplasmica. coll)

Bacilibactina BesA Ferri-bacilibactina esterasa BesA. | BESA_BACSU | 032102
Cataliza la hidrolisis del ciclo | (Bacillus subtilis)
trilactona para liberar los
monomeros y Fe disponibles.

Multiples YfeB ATPasa. Parte del complejo| YFEB_YERPE Q56953

quelatos de YfeABCD que transporta multiples | (Yersinia pestis)

hierro complejos de Fe utilizando como
energia la hidrolisis de ATP.

YfeC Proteina de membrana YfeC | YFEC_YERPE Q56954
perteneciente a los | (Yersiniapestis)
transportadores de tipo ABC que
transporta complejos de Fe.

YfeD Proteina de membrana YfeD | YFED_YERPE Q56955
Parte de los transportadores ABC | (Yersinia pestis)

de que transporta complejos de
Fe.
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Reguladores Gen Producto génico/funcién Maxima Numero
identidad de
acceso

YfeE Regulador YfeE de YfeABCD, un | YFEE_YERPE | Q56956
locus transportador ABC | (Yersinia pestis)
involucrado en el transporte de
quelatos de hierro.

HssR Regulador de respuesta hemo | HSSR_STAEQ | Q5HLN2
HssR. Miembro del sistema | (Staphylococcus
regulador de dos componentes | epidermidis)
HssS/HssR involucrado en la
homeostasis del grupo hemo.

Fur Proteina reguladora de la| FUR_ECO57 P0A9B1
absorcion férrica. Actia como un | (Escherichia
elemento de control negativo | coli
global. Regula, entre otras
proteinas, el operén de transporte
de hierro.

Se han encontrado transportadores de iones libres, tanto ferrosos (EfeO, FeoAB, EfeU,
ESA_00329) (Lau et al., 2016) como férricos (FbpBC) (Wyckoff et al., 2006). Junto a
estos, la bacteria produce y/o transporta una gran diversidad de sideréforos, entre los
que se encuentran hemo (protoporfirina que compleja Fe?+) (Otto et al., 1992). Se han
detectado el gen HemH que codifica una ferroquelatasa, la cual incorpora el Fe al anillo
tetrapirrolico (Shepherd et al., 2006), mientras que la deferroquelatasa EfeB lo libera
(Létoffé et al., 2009). EI Fe3+ puede ser incorporado en forma de hemina (protoporfirina
que compleja Fe®**) habiéndose encontrado el complejo transportador de hemina
HmuSTUV (Hornung Jet al., 1996). Otro tipo de sideréforos son las ferritinas
bacterianas, de las que se han encontrado tres clases: YciF, Bfr/Bfd y la ferritina no
hemo FtnA (Yao et al., 2011). También se ha encontrado el sider6foro enterobactina,
sintetizado por el complejo enzimatico EntABCDEF (Reitz et al., 2017) y del cual se ha
detectado el receptor/transportador en la membrana externa (Armstrong et al., 1990).
Junto a este se ha detectado una ATPasa CbrD para el transporte del sideréforo
acromobactina (Berti y Thomas, 2009), dos receptores para Fe3+-ferrioxiamina (FoxA y
FhuE; Sauer et al., 1987) y una esterasa BesA que rompe el anillo de tres lactonas de
la ferri-bacilibactina y libera el Fe para su uso metabdlico (Miethke et al., 2006).
Finalmente, se ha encontrado el complejo YfeBCD que transporta multiples complejos
de hierro (Bearden et al., 1998).

En cuanto a la regulacion de estos procesos, se han encontrado el regulador YfeE que
regula la expresion del sistema de captaciéon de quelatos de Fe YfeABCD (Bearden et
al., 1998) y el sistema de dos componentes HssS/HssR que regula la homeostasis del
grupo hemo (Stauff et al., 2007). Finalmente, se ha encontrado también el regulador
Fur que es un regulador maestro de la homeostasis global del hierro (Troxell y
Hassam, 2013).
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4.6.3.2.Genesrelacionados con el fosfato y con la solubilizacién de fosfato.

El foésforo puede ser captado tanto en forma inorganica como organica. En sus formas

inorganicas, lo mas frecuente es que se encuentre en forma de fosfato (PO43). El

fésforo es uno de los elementos fundamentales de los que se nutre la planta, de una

adecuada asimilacion de este depende en gran medida su crecimiento y desarrollo

adecuado.

Tabla 10. Genes encontrados en el genoma de Pantoea agglomeransRSQO7 relacionados con

el fosfato o la solubilizacion de fosfato.

Forma de Gen Producto génico/funcién Maxima Numero
fosfato identidad de
acceso
Fosfato PstS Proteina periplasmica de union a | PSTS_PSEAB | Q02DZ3
inorganico fosfato PstS. Participaen el sistema | (Pseudomonas
(PO,?) de transporte de fosfato através de | aeruginosa)
la membrana citoplasmatica.
PstB1 Proteina importadora de fosfato de | PSTB1_PECA | Q6D2D5
union a ATP. Parte del complejo | S
transportador ABC PstSACB | (Erwinia
involucrado en la importacion de | carofovora)
fosfato. Responsable del
acoplamiento de energiaal sistema
de transporte.
PitB Transportador de fosfato inorganico | PITB_ECOLI | P43676
de baja afinidad. (Escherichia
coli)
Fosfito (POy) | PixC Permeasa sistema de transporte de | PTXC_PSEST | 069053
fosfito PtxC. Probablemente forma | (Pseudomonas
parte de un transportador de fosfito | sfutzeri)
responsable de la translocaciéon del
sustrato a través de la membrana.
Fosfato Pox Exopolifosfatasa. Degradacion de los | PPX_SALTY P0A269
organico (dos polifosfatos inorganicos (poli-P). | (Salmonella
copias) | Libera ortofosfato de forma | fyphimurium)
progresiva desde los extremos de la | PPX_ECOLI POAFL6
cadena poli-P. (Escherichia
coli)
Fosfonatos PhnD Proteina periplasmica de union a | PHND_ECOLI | P16682
fosfonatos. Proteina de wunién a | (Escherichia
fosfonato que forma parte del | colj)
sistema de absorcion de fosfonato.
PhnC Proteinaimportadora de fosfonatos | PHNC_ECOLI | P16677
de union a ATP PhnC. Parte del | (Escherichia
complejo transportador ABC | coli)
PhnCDE participa en la importacién
de fosfonatos, ésteres de fosfato,
fosfito y fosfato. Responsable del
acoplamiento de energiaal sistema
de transporte.
Inositol- SuhB Inositol-1-monofosfatasa. SUHB_XYLFT | Q87BG1
fosfato Desfosforilacion del myo-inositol | (Xylella
fosfato. fastidiosa)
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Movilizacion | Pok Polifosfato quinasa. Proteina de | PPK1_VIBCH | Q9KUO07
de polifosfato membrana que cataliza la | (Vibrio

transferencia reversible del fosfato | cholerae)

terminal de ATP para formar un

polifosfato de cadena larga (poli-P).

Ppa Pirofosfatasainorganica. Cataliza la | IPYR_SALTY [ P65749
hidrdlisis del pirofosfato inorganico | (Salmonella
(PPi) formando dos iones fosfato. typhi)

Reguladores Producto génico/funcion Maxima Numero
identidad de
acceso

PsiF Proteinainducible por deficiencia de | PSIF_ECOL6 | POAFM5
fosfato PsiF. (Escherichia

colj

PhoH Proteina PhoH. Proteina inducible | PHOH_ECO57 | POA9K?2
por deficiencia de fosfato. (Escherichia

coll

PhoB Proteinareguladoratranscripcional | PHOB_ECO57 | POAFJ6
del reguldn de fosfato PhoB. Junto a | (Escherichia
PhoR controlan la expresion del | colj)
regulon fosfato.

PhoR Proteina de membrana PhoR que | PHOR_KLEPN | P45608
actua como sensor del regulén de | (Klebsiella
fosfato. Miembro del sistema | pneumoniae)
regulador de dos componentes PhoR
/ PhoB involucrado en la expresion
de los genes de regulén fosfato.

PhnF Probable regulador transcripcional | PHNF_ECOLI | P16684
PhnF. Pertenece a un operoén | (Escherichia
involucrado en la absorcién de | col)
alquilfosfonatos PhnCDE y actividad
C-P liasa.

El fosforo puede ser captado tanto en forma inorganica como organica. En sus formas
inorganicas, lo mas frecuente es que se encuentre en forma de fosfato (PO4?). Para
sensar los niveles extracelulares de fosfato, La bacteria RSO7 tiene un sistema de dos
componentes PhoB/PhoR en el que regulador PhoR es el activador transcripcional que
regula todo el regulon fosfato Pho (Tommassen et al., 1982). Ademas, se han
identificado en el genoma otros genes inducibles por deficiencia de P como PhoH 'y
PsiF, los cuales forman parte del regulén fosfato Pho que mantiene la homeostasis de
este elemento (Chekabab et al., 2014). El fosfato inorganico POs?® puede ser
transportado al interior a través de diversos transportadores de diferente afinidad tales
como PstB y PitB (Willsky y Malamy, 1980). En algunos casos se puede encontrar el
fosforo en forma de fosfito (P con valencia +3). En este sentido, se ha encontrado el
gen PixC que codifica la proteina PtxC la cual forma parte de un transportador PtxABC
de fosfito (Metcalf y Wolfe, 1998).

Refiriéndonos a formas organicas de fosforo, la bacteria puede hidrolizar enlaces C-P
mediante exopolifosfatasas secretadas al exterior de las que se ha encontrado dos

copias de la fosfatasa Ppx (Akiyama et al., 1993). Los fosfonatos son moléculas
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organicas que contienen P en estado de oxidacién 3+ (Horsman y Zechel, 2017). Se ha
encontrado el operon PhnCDEF para la utilizacion de estos compuestos (Stasi et al.,
2019). Junto a esto, se ha detectado el gen SuhB que codifica una fosfatasa capaz de

hidrolizar inositol-P (Matsuhisa et al., 1995).

El fésforo captado se puede acumular en granulos de polifosfato gracias a la polifosfato
kinasa Ppk (Shiba et al., 2000) y ser movilizado cuando sea necesario ya en el
citoplasma por medio de la pirofosfatasa inorganica Ppa (Kajander et al., 2013). Al
movilizar estos compuestos de fosfato, este queda también disponible para las plantas,

por lo que es una importante propiedad PGPR (ldris et al., 2002).

4.6.4. Genesrelacionados con procesos rizosféricos importantes para la

colonizacioén y la interaccién planta microorganismo

La correcta colonizacion de la raiz es un requisito importante para que el
microorganismo que se asocia a la planta ejerza su funcion. Esta colonizacidon puede
depender de muchos factores, como su movilidad, su capacidad para formar biofilms o

la comunicacion bacteriana, entre otros.

Tabla11. Genes encontrados en el genoma de Pantoea agglomeransRSO7 relacionados con

procesos rizosféricos.

Proceso rizosférico Gen(es) Producto(s) génico(s)/funcion
/Operén
Biosintesis del FIhABE Proteinas de Dbiosintesis flagelar FIhABE.
flagelo Constituyentes del aparato de exportacion de
flagelina.
FIiBCD Proteinas FIiIBCD. Flagelinay proteinas implicadas

en la modificacion post-traducional de la flagelina y

~ su polimerizacion en la punta del filamento en
[} crecimiento.
© FliJ Proteina flagelar FliJ implicada en eventos
T quimiotacticos. Mutaciones en FliJ resultan en la
o incapacidad de responder a los estimulos
e quimiotacticos.
2 | Movimiento del | MotAB Proteinas de motilidad A y B. Requeridas para la
= | flagelo rotacion del motor flagelar.
YcgR Proteina de freno flagelar YcgR. Actua como un
freno flagelar, regulando la natacion.
Regulacionde la | FIhD, FliA, Reguladores transcripcionales. Activan la expresion
expresionde los | FIT, FliZz de genes flagelares.
genes del flagelo
Quimiotaxis Isr, Tar Proteinas de quimiotaxis que se regulan por

metilacion (MCP |y I; methyl-accepting chemotaxis
proteins | y Il |). Receptores para atrayentes
(aminoacidos, acidos dicarboxilicoss) y responsable
de la quimiotaxis negativa de repelentes (leucina,
indol, acidos débiles, Ni, Co, alquitran).
CheR/CherB | Sistema de transduccion de sefiales que modula la
quimiotaxis en respuesta a diversos estimulos
mediante metilacién (CheR) y desmetilacién (CheB)
de las proteinas Tsry Tar.
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CheAWYZ

Proteinas de quimiotaxis Che AWYZ. Participan en
la transmision de sefales sensoriales de los
quimiorreceptores a los motores flagelares.

Formacidén de biofims

AriR, BssS

Proteinas reguladoras de la formacién de biofilms
AriR y BssS. Regulan la formacion de biofilms en
diversos medios y no en otros, dependiendo de la
composiciény en respuesta a estrés.

BdlA

Proteina de dispersion de biofilm BdIA. Esencial
para la dispersion de biopeliculas mediante la
deteccion de sefiales ambientales. Modulacién de
la motilidad de natacion y la adhesividad de la
superficie celular bacteriana.

Comunicacion
bacteriana
(quorum sensing)

QseE

Sensor histidina quinasa QseE. Miembro del
sistema regulador de dos componentes QseF /
QseE requerido para la formacion de microcolonias
sobre las células del hospedador.

QseG

Proteina reguladora de quorum sensing G.
Translocacion de moléculas efectoras en células
del huésped.

LuxS, Rhil

S-ribosilhomocisteina liasa y acil-homoserina-
lactona sintasa. Participan en la sintesis de
moléculas autoinductoras (Al-2, BHL y HHL). Se
trata de moléculas de quorum sensingsecretadas
por bacterias para testar la densidad celular y el
potencial metabdlico del medio ambiente.

Comunicacion
planta-bacteria

MocR

Proteina MocR. Regulador transcripcional de los
genes moc para el catabolismo de rizopina.

OccM, OccQ,
NocT

Permeasas del sistema de transporte de octopina
OccMAQ. Proteina periplasmica de union a nopalina
NocT. Componentes del sistema de transporte
activo de octopina y nopalina OccQMPT.

Exopolisacaridos
implicadosen

AmsBCDFJKL

Proteinas AmsBCDFJKL. Participan en la
biosintesis de amilovorano, polisacarido

'g virulencia y extracelular que funciona como un factor de

6 | formaciéonde virulencia y de formacion de bioflims.

3 | biofilms

& | Degradacion YesR, KdgF | Proteina de degradacioén de pectina

S | pared de las ramnogalacturonil hidrolasas YesR y KdgF.

‘o | células vegetales

5 | (endofitos)

9 [ Supervivencia MsgA, PagC | Proteinas de virulencia MsgA y PagC. Esenciales

© | dentro del para la plena virulenciay supervivencia dentro de

g hospedador los macréfagos.

— | Regulacionde la | PhoPQ Proteinas reguladoras transcripcionales de
virulencia y virulencia PhoPQ. Miembro del sistema regulador
resistenciaa de dos componentes PhoQ / PhoP que regula la
péptidos expresion de genes implicados enla virulencia y la
antibacterianos resistencia a los péptidos antimicrobianos de
del hospedador defensadel huésped.

Sintesis de CdiA, RelE3, | Sistema de toxina-antitoxina (TA). Sistemas de dos
®© | toxinas HipAB componentesen el que uno es una toxinay el otro
S (Sistemas una proteina de inmunidad a la toxina. CdiA: toxina
g o toxina/antitoxina) que permite que las bacterias se comuniquen e
R inhiben el crecimiento de bacterias vecinas
o3 estrechamente relacionadas de una manera
2B dependiente del contacto. Toxina RelE3: Tiene
£ actividad RNAasa.

o
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Inhibicion de la YvrE Proteina YvrE con actividad lactonasa (hidroliza las
comunicacion moléculas de quorum sensing de otras bacterias).
entre otras Une como cofactor un cation divalente por
bacterias subunidad.
Antibiosis CvpA Proteina productora de colicina V.
SIlyA Regulador transcripcional SlyA del operdn
comABCDEFGHinvolucradoen la produccion de
antibidticos tipo carbapenem.

La movilidad de la bacteria esta determinada por la presencia de flagelos, para cuya
sintesis, rotacion y regulacién se han encontrado los genes F/h y FIi (Nakamura y
Minamino, 2019). La movilidad de la bacteria en la rizosfera esta determinada por la
quimiotaxis hacia la raiz, la cual secreta compuestos atrayentes para las bacterias
(exudados radiculares). Se han encontrado genes Che implicados en quimiotaxis, asi
como T7sr/Tar (que codifican las proteinas de quimiotaxis que se regulan por metilo
MCP 1 y Il, quimiorreceptores de aminoacidos y acidos organicos respectivamente
(Feng et al., 2018). Los exudados radiculares también determinan la formacion de
biofilms, proceso altamente regulado del que se han encontrado genes como AriRy
BssS (Zhang et al., 2015). Ademas, el gen BdlA codifica una proteina de dispersion de
biofilm, que esta implicada en la modulacién de la movilidad/formacién de biofiim en
respuesta a sefiales ambientales (Morgan et al., 2006). Para que ocurran todos estos
procesos rizosféricos es necesario que haya una minima densidad celular, detectada
mediante los sistemas de quorum sensing, de los que hemos encontrado los genes
Qse, Luxy Rhi (Altaf et al., 2017).

Otro grupo de genes presentes en RSO7 tienen que ver con la interaccion planta-
bacteria. De hecho, tras la inoculacion de plantas con PGPR se observa en pocos dias
una respuesta negativa de la planta (defensa) y luego ya cambia a una respuesta
simbidtica y de mejora del crecimiento (Bordiec et al., 2011). El operon AmsBCDFJKL
participa en la biosintesis de amilovorano, polisacarido extracelular que funciona como
un factor de virulencia y de formacion de bioflims (Koczan et al., 2009). Una vez que la
bacteria se adhiere y multiplica sobre la raiz, tiene pectinasas (YesR y KdgF) que
degradan la pared vegetal (Bhadrecha et al., 2020) y permiten sobrevivir en el
hospedador (incluso como enddfito) y se defiende de los péptidos antibacterianos
producidos por el hospedador como respuesta defensiva, habiéndose encontrado los
genes MsgA, PagC (Pulkkinen y Miller, 1991) y el médulo de virulencia PhoPQ (Tu et
al., 2016).

Finalmente, se encontaron genes que aseguran la competencia de la bacteria en la
rizosfera, por ejemplo, es capaz de inhibir las sefales de comunicacion celular quorum
sensing de otras bacterias mediante la posesiéon de lactonasa (Zhang et al., 2007).

También produce toxinas (de las que se protege mediante el sistema toxina-antitoxina
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(Shidore y Triplett, 2017) y es capaz de producir antibiéticos como la colicina V vy

carbepenem (Kenawy et al., 2019).
4.7. Bioseguridad

Desde el punto de vista de la bioseguridad Panfoea agglomerans se engloba en el
grupo 2. Solo los microorganismos de grupo 1 estan autorizados por la legislacion
europea para ser utilizados como inoculantes (microorganismos GRAS, siglas de
Generally Recognized as Safe). La especie Pantoea agglomerans ha sido causa de
infecciones oportunistas sobre todo en pacientes nosocomiales con patologias previas
como fibrosis quistica, cancer, etc. (Cruz et al., 2007). Algunas cepas PGPR enddfitos
de plantas también han causado infecciones en trabajadores como jardineros al
pincharse con plantas (Jain et al., 2012).

Por esta razon se han buscado especificamente en el genoma genes que puedan estar
relacionados con patogenicidad. La cepa RSO7 presenta varios determinantes de
resistencia a multiples antibidticos entre los que se encuentran: polimixina B,
fosfinotricina, cloranfenicol, fumonisina, novobiocina, biciclomicina, nitroimidazol vy
bacitracina. Junto a estas actividades posee varias beta-lactamasas que rompen el
anillo betalactamico. Por otra parte, la presencia de una gran cantidad de bombas de
expulsion de sustancias téxicas también incrementa su resistencia a antibidticos, asi
como una bomba de eflujo de varios antibiéticos hidréfobos que puede expulsar fuera
de la célula eritomicina, tetraciclina, ampicilina y norfloxacino. Ademas, es capaz de
sintetizar toxinas (hemolisinas, RNAasa). Posee el operén Ye/ABEF de resistencia a
péptidos antibacterianos de defensa del hospedador. Finalmente, recordemos que la
competencia por el Fe, la produccion de sideréforos y la captacion (robo) de
sideréforos heterdlogos son también mecanismos que aseguran la competitividad de
esta bacteria. Todos estos factores son considerados factores de virulencia.

Por estas razones no puede ser utilizada como inoculante. Se han disefiado estrategias
para aprovechar las caracteristicas PGPR en extractos libres de células. De este modo,
se cultiva la bacteria y se utiliza solo el sobrenadante del cultivo para inocular las
plantas. En este sobrenadante van las moléculas y proteinas secretadas por la bacteria
las cuales ejercen su efecto sobre la planta sin el riesgo de utilizar un microorganismo

de grupo 2 (Luziatelli et al., 2020).
5. Conclusiones

1. Panfoea agglomerans RSO7 mejora el crecimiento de plantas de alfalfa. Los
efectos beneficiosos se observaron mas en situacion de limitacion de nutrientes y
afectaron sobre todo a la raiz (mayor masa, longitud y ramificacion), aunque también

se observaron efectos positivos en la longitud del tallo, aunque las diferencias no
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fueron significativas, aunque si en el nimero de trifolios. Ademas, mejoraron la

supervivencia de las plantas y disminuyeron la contaminacién por hongos.

2. El genoma de P. agglomerans RSO7, con 4,56 Mb, es similar en tamafio y en
contenido de G+C a otras cepas de la misma especie. Un analisis global revela que es
una bacteria muy versatil, capaz de adaptarse a una gran cantidad de situaciones
ambientales y tolerar un gran numero de situaciones de estrés (calor, frio, radiacion

UV, estrés oxidativo, etc.), ademas de mostrar una amplia versatilidad metabdlica.

3. Respecto a la resistencia a metales pesados, se han detectado genes/operones
de resistencia a As, Cu, Ni, Co, Zn y Te. La resistencia a sal se ha relacionado con la
presencia de genes de produccion de osmoprotectores como glicina betaina, prolina,
trehalosa, etc. También se han hallado genes de detoxificacion de diversos

compuestos xenobidticos.

4. Respecto a las propiedades PGPR se han detectado genes de captacién y
solubilizacion de fosfatos (fosfatasas extracelulares, acil fosfatasas, mio-inositol
fosfatasas) y de produccion y/o captacién de una gran variedad de sideroforos (varias
ferritinas, enterobactina, acromobactina, hemina, etc.). Ademas, se han encontrado
genes que participan en importantes procesos rizosféricos como movilidad, quimiotaxis,

dialogo planta-bacteria, gquorum sensing y competencia en la rizosfera.

5. Finalmente, y dado que la bacteria es del grupo de bioseguridad 2, se han
encontrado genes de resistencia a multiples antibidticos y produccion de varias toxinas

(sistemas toxina/antitoxina).

6. Con los resultados anteriores se puede concluir el gran potencial de esta
bacteria como promotora del crecimiento vegetal. Sin embargo, las restricciones al uso
de microorganismos de grupo 2 de bioseguridad como bioinoculantes podrian limitar su

utilizacion, por lo que también se han revisado posibles alternativas bioseguras.
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