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1. Resumen

En el presente Trabajo Fin de Grado se ha estudiado el efecto de la variacion en la
concentracion del segundo mensajero diguanilato ciclico (di-GMP-c) en la secrecion de
proteinas en Sinorhizobium fredii USDA257 y Sinorhizobium fredii HWG35 en presencia
o ausencia del flavonoide genisteina. Para ello se ha contado con dos estirpes que portan
un plasmido donde la diguanilato ciclasa PleD esta expresada de forma constitutiva para
asi favorecer la sobreproduccion de di-GMP-c (pJBpleD*). Para el desarrollo de este
trabajo se llevaron a cabo técnicas de biologia molecular para obtener un perfil de las
proteinas extracelulares secretadas en cada condicion, y se realizaron ensayos de gPCR
para estudiar la expresion de los efectores en presencia o ausencia de genisteina y con

combinaciones de altos niveles de di-GMP-c o niveles fisiologicos.

2. Introduccion

Los rizobios son bacterias pertenecientes a diversos géneros de la familia Rhizobiaceae
que viven en los suelos saprofiticamente y en determinadas circunstancias establecen
relaciones simbioticas con plantas de la familia Leguminosae, llevando a cabo la fijacion
bioldgica del nitrégeno. Este proceso consiste en la reduccion del nitrogeno atmosférico
a amonio en unas estructuras vegetales especializadas llamadas nddulos que son
inducidas por los rizobios (Lopez-Baena ef al., 2016). El proceso de la nodulacion se
realiza gracias a un intercambio de senales moleculares entre ambos organismos. La
planta exuda flavonoides a través de las raices, entre los que se encuentra la isoflavona
genisteina, que inducen la expresion de genes que se encargan de la sintesis y secrecion
de lipochitooligosacaridicos o factores de nodulacion (factores Nod) en el rizobio, que
permiten la infeccion de la bacteria y la posterior formacion del nédulo (Ausmees ef al.,
2004). En el establecimiento de la simbiosis la bacteria usa otras moléculas como los
polisacaridos de superficie o las proteinas secretadas por los sistemas de secrecion,
moléculas que entre otras funciones determinan la especificidad del hospedador (Soto

etal., 2011).

Entre los sistemas de secrecion utilizados por los rizobios, los de tipo III (T3SS), tipo IV
(T4SS) y tipo VI (T6SS), tienen la particularidad de inyectar unas proteinas en el

citoplasma de la célula vegetal, algunas de las cuales se denominan efectores. La principal



funcion de estos efectores en la célula vegetal es inhibir la respuesta de defensa (Acosta-
Jurado et al., 2016) y la respuesta innata de la planta que se desencadena por los MAMPs
(del inglés, Microbial-Associated Molecular Patterns) a través de varios mecanismos,
como puede ser la inhibicion de quinasas que participan en la sefializacion de la respuesta
de defensa de la planta (Soto ef al, 2011). Pero en ocasiones estos efectores seran
reconocidos por los receptores especificos intracelulares de la planta dando lugar a una
respuesta hipersensible (HR) y que desencadenara una respuesta sistémica adquirida

(SAR) bloqueando asi la infeccion (Lopez-Baena et al., 2016).

El T3SS es el aparato de inyeccion de proteinas bacteriano mejor caracterizado, y esta
presente tanto en patdgenos como en simbiontes, y su maquinaria secretora estd muy
conservada. La estructura del T3SS atraviesa tanto la membrana externa de la bacteria,
como la pared celular y la membrana de la célula hospedadora y consta de dos partes, una
base cilindrica que atraviesa ambas membranas y una parte extracelular hueca y alargada
denominada pilus (Jiménez Guerrero, 2015). Este sistema secreta las proteinas de
nodulacion extracelulares (Nops) que pueden actuar como proteinas efectoras, o como
parte de la estructura del sistema de secrecion bacteriano, como es el caso de NopA 'y
NopB que forman parte del apéndice extracelular del T3SS en Sinorhizobium
fredii NGR234 (Lopez-Baena ef al., 2016). En muchos casos la secrecion de estas
proteinas depende de flavonoides, como ocurre con NopL, NopX y NopP en
Sinorhizobium fredii USDA257 (en adelante USDA257) (Ausmees et al., 2004), en este
rizobio se secretan al menos cinco Nops en respuesta a los flavonoides (Lorio et al.,
2004). La secrecion de estas proteinas a través de los T3SS no es fundamental para el
proceso de nodulacion en todos los casos, ya que muchos rizobios no poseen estos
sistemas de secrecion y aun asi establecen simbiosis con sus hospedadores naturales

(Marie et al., 2003).

E1 T6SS se ha descrito recientemente en bacterias y actiia como un inyector de proteinas
en eucariotas u otras bacterias. La estructura del T6SS se encuentra muy relacionada
estructuralmente con la cola de un bacteriofago, lo que da indicios de su origen (Aksyuk
et al., 2009). Consta de una vaina contractil situada en el citoplasma bacteriano que
envuelve a un tubo que se extiende desde el interior celular al exterior y de una plataforma
basal en la membrana bacteriana (Ho et al., 2014). Al contraerse la vaina el tubo interior
se impulsa a la célula diana y se lleva a cabo la liberacion del efector (Zoued et al., 2014).

No es muy frecuente que los rizobios posean este sistema de secrecion, aunque



recientemente se estd comenzando su estudio en algunas especies en las que se han

detectado genes que codifican su maquinaria.

Sinorhizobium fredii USDA257 es una bacteria gram negativa que se aisld de cultivares
de soja silvestre, y es capaz de establecer simbiosis con 79 géneros de leguminosas. En
esta estirpe, uno de los rizobios mejor caracterizados, la mayor parte de los genes
relacionados con la fijacion de nitrogeno y simbiosis se localizan en el tnico plasmido
que tienen conocido como plasmido simbidtico o pSym. Al igual que S. fredii NGR234,
tiene una segunda copia de un T3SS en su cromosoma (Schuldes et al., 2012) y presenta
un T6SS en proceso de caracterizacion, a diferencia de S. fredii NGR34 y S. fredii HH103
que carecen de este sistema (Jiménez-Guerrero ef al., 2022). USDA257 no es capaz de
nodular en cultivares americanos como McCall (Bec-Ferte et al., 1994; Krishnan, 2002),
ni variedades comerciales de soja (Vinardell ef al., 2015), excepto aquellos mutantes que
no secretan Nops que si son capaces (Lopez-Baena et al., 2016), teniendo por tanto un
papel muy importante las proteinas efectoras que se secretan a través del T3SS (Krishnan

et al., 2003).

Sinorhizobium fredii HWG35 (en adelante HWG35) es una estirpe muy competitiva, que
fue aislada de nodulos de cultivares de soja del condado de Wei Fang, provincia de Shang
Dong en China. Aunque se encuentra muy emparentada con USDA257 tiene la capacidad
de nodular soja americana (Rodriguez-Carvajal ef al., 2005), lo que la hace un interesante

objetivo de estudio en cuanto a la secrecion de proteinas implicadas en la nodulacion.

2.1. El di-GMP-c como segundo mensajero

Tanto la secrecion de proteinas efectoras como la expresion de los genes relacionados con
los sistemas de secrecion bacterianos pueden depender de las concentraciones
intracelulares de ciertos metabolitos, como es el caso del bis-(3’-5")-guanosina
monofosfato ciclico o diguanilato ciclico (di-GMP-c), un segundo mensajero que fue
descubierto como un factor que activaba alostéricamente a la celulosa sintasa de

Gluconacetobacter xylinus (Hengge, 2009).



Se ha descrito que el diguanilato ciclico controla la transicion entre el estilo de vida sésil
y plancténico en algunas bacterias patdogenas de eucariotas. Altas concentraciones de este
metabolito favorecen la formacion de biopeliculas a través de la regulacion de la sintesis
de exopolisacaridos y adhesinas (McCarthy et al., 2017; Pérez-Mendoza et al., 2015;
Soto et al, 2011), lo cual esta asociado a infecciones cronicas, mientras que las
infecciones agudas se asocian con la movilidad bacteriana y la virulencia (Jenal &
Malone, 2006). Ademas, altos niveles de di-GMP-c se asocian con la activacion del T6SS
y la inhibicion del T3SS en Pseudomonas aeruginosa para asi promover el estado de

sesilidad reprimiendo la virulencia (Moscoso et al., 2011).

2.2. Biosintesis y degradacion del di-GMP-c

El diguanilato ciclico se sintetiza a partir de dos moléculas de GTP, en una reaccién
catalizada por las diguanilato ciclasas (DGC) y se descompone en 5'-fosfoguanilil-(3'-
5")-guanosina (pGpG) por la accion de las fosfodiesterasas (PDE), el cual posteriormente
se hidroliza en dos moléculas de GMP (Hengge, 2009; Soto et al., 2011). En general,
cuando la diguanilato ciclasa est4 activa forma un homodimero de dos subunidades con
dominios GGDEF, el sitio activo (sitio A) de la enzima se encuentra entre ambas
subunidades, cada una de las cuales tiene una molécula de GTP. Ademas presenta un sitio
secundario (sitio I) con un motivo RXXD donde se une el di-GMP-c¢ cuando su
concentracion intracelular es elevada para que tenga lugar la inhibicion alostérica por
producto (Schéper et al., 2016), de esta forma se evita un consumo excesivo de GTP. Las
proteinas con actividad PDE pueden presentar un dominio EAL o un dominio HD-GYP,
siendo las primeras mas abundantes. Aquellas fosfodiesterasas que contienen dominios
EAL degradan el di-GMP-c hasta su intermediario 5'-fosfoguanilil-(3'-5')-guanosina
(pGpG) el cual se degrada hasta dos moléculas de GMP por fosfodiesterasas
inespecificas. Por otro lado, las PDE que presentan dominios HD-GYP degradan el di-
GMP-c directamente a dos moléculas de GMP (Figura 1). Este proceso es dependiente de
Mg?* 0 Mn?" y es inhibido por Ca*" y Zn>" (Hengge, 2009).
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Figura 1. Representacion de la sintesis y degradacion de di-GMP-c y sus funciones
fisiolégicas. Los niveles de di-GMP-c son controlados por diguanilato ciclasas que contienen un
dominio GGDEF (rojo) y fosfodiesterasas con dominios EAL o HD-GYP (verde) en funcion de
senales. El di-GMP-c se unira a un efector encargado de traducir estos niveles en una respuesta
celular. Altas concentraciones de este segundo mensajero llevardn a la expresion de genes
relacionados con la sesilidad y la formacion de biopeliculas e inhibird a aquellos genes
relacionados con la movilidad y la virulencia.

Los dominios de estas enzimas se asocian a dominios de entrada de sefales como el
dominio PAS que fue descubierto en varias diguanilato ciclasas de Gluconacetobacter
xylinus (Tal et al., 1998), por lo que en respuesta a estas sefiales ambientales como el
oxigeno, luz azul, antibidticos, sales biliares o mucina (Jenal & Malone, 2006)
sintetizaran o degradaran di-GMP-c, el cual se unird a moléculas efectoras que alterara
alostéricamente y que seran las encargadas de traducir los niveles de di-GMP-c en una
respuesta celular especifica (Hengge, 2009). El diguanilato ciclico ejerce su efecto
regulador en la sintesis de proteinas a nivel transcripcional, post-transcripcional y post-

traduccional (Lopez-Baena et al., 2019; Perez-Mendoza et al., 2014).

Entre las diguanilato ciclasa se encuentra PleD, esta lleva a cabo eficazmente el paso de
GTP a di-GMP-c y carece de actividad fosfodiesterasa. Esta enzima es un regulador de
respuesta que participa en la formacion de los polos en Caulobacter crescentus y su
actividad diguanilato ciclasa requiere un dominio GGEDF intacto (Jenal & Malone,
2006). La expresion sintética de esta enzima se ha utilizado para alterar los niveles de di-
GMP-c en distintas bacterias y analizar su papel en distintos procesos celulares (Perez-

Mendoza et al., 2014; Romero Jiménez, 2016).



2.3. Transduccion de seiiales por di-GMP-c

La transduccion de sefiales se lleva a cabo por una serie de moléculas llamadas efectoras.
Estas seran las encargadas de traducir los niveles de di-GMP-c en una respuesta celular
especifica. Gracias a la diversidad de las mismas el di-GMP-c es capaz de regular

numerosas funciones celulares (Hengge, 2009).

Entre estas moléculas efectoras se encuentran las proteinas con dominios PilZ. La unién
de di-GMP-c a estos dominios provoca cambios conformacionales en la proteina, que en
ocasiones puede facilitar la interaccion de la misma con otras proteinas (Jenal & Malone,
2006). Son las mas distribuidas entre las bacterias (Yuan et al., 2015). También existen
DGC y PDE con dominios GGDEF y EAL degenerados que son proteinas
enzimaticamente inactivas que han perdido su actividad catalitica, actuando como
proteinas efectoras que responden a niveles intracelulares de di-GMP-c (Schirmer &

Jenal, 2009).

Algunos factores de transcripcion también pueden actuar como moléculas efectoras,
como es el caso de FleQ de Pseudomonas aeruginosa que puede activarse por union a di-
GMP-c. Mediante esta unidén se promueven la expresion de genes relacionados con la
sintesis de flagelos e inhibe genes que participan en la formacion de exopolisacéridos.
Cuando se le une diguanilato ciclico su actividad es inhibida (Hengge, 2009). De la misma
forma los riboswitches, dominios de ARN conservados ubicados en las regiones 5’ no
traducidas del ARNm, pueden regular la expresion de genes a nivel transcripcional o

traduccional (Hengge, 2009; Schiper ef al., 2016; Shanahan & Strobel, 2012).

2.4. Antecedentes

La elevada concentracion de diguanilato ciclico intracelular interviene en el paso de una
forma de vida movil a una sésil, fomentando la sintesis de exopolisacaridos y adhesinas
en numerosas especies bacterianas (Pérez-Mendoza et al., 2015). Se ha comprobado que
en P. aeruginosa el aumento intracelular de este segundo mensajero hace que se inhiba la
expresion de los genes que codifican proteinas relacionadas con el T3SS y se activen
aquellos relacionados con el T6SS, controlando estos sistemas inversamente. (Moscoso
et al., 2011). Para ejercer su funcion PleD se dimeriza al recibir un grupo fosfato (Paul
et al., 2004), de modo que para simplificar su uso en el laboratorio se ha utilizado la

proteina PleD* que presenta una serie de cambios en su secuencia de aminoécidos y no



depende de fosforilacion para su activacion, teniendo una actividad diguanilato ciclasa

constitutiva (Aldridge et al., 2003).

En una colaboracion del grupo de investigacion donde se desarrolla este Trabajo Fin de
Grado con el Dr. Daniel Pérez Mendoza, investigador de la Estacion Experimental del
Zaidin (CSIC), se han transformado numerosas estripes de S. fredii con el plasmido
pJBpleD* que confiere la capacidad de aumentar la concentracion de di-GMP-c a las
bacterias que lo portan, mostrando en estas un fenotipo mucoso debido a la alta
produccion de polisacaridos. Por otro lado, se parte de la hipotesis de que altas
concentraciones de flavonoides inhiben la producciéon de polisacaridos superficiales

(Cooper, 2004) e induce la secrecion de determinadas proteinas (Ausmees ef al., 2004).

De entre todas las bacterias transformadas se han seleccionado las estirpes S. fredii
USDA257 y S. fredii HWG35, dado que ambas presentan un fenotipo rugoso-rojo en
placas de rojo Congo y brillantes en placas de calcoflior, lo que indica una gran

produccion de exopolisacaridos (Figura 2).

Figura 2. Estirpes de Sinorhizobium fiedii crecidas en rojo Congo (A) y en MM Robertsen
suplementado con calcoflior (B). Se recuadran las estirpes usadas en este trabajo, S. fredii
USDA257 (1) y (2), S. fredii HWG35 (35) y (36). Los niimeros impares indican el plasmido pJB
vacio y los pares indican la estirpe correspondiente con el plasmido pJBpleD*. Imagenes cedidas
por el Dr. Daniel Pérez Mendoza, investigador de la Estacion Experimental del Zaidin (CSIC).



USDAZ257 es una de las estirpes de rizobios que presenta un T3SS bien caracterizado, y
con un papel importante en el establecimiento de una simbiosis efectiva y en la
determinacion del rango de hospedador. Ademas, a diferencia de otros rizobios consta de

un T6SS que se esté caracterizando en nuestro laboratorio.

En el caso de HWG35 se ha seleccionado ya que es una estirpe muy competitiva lo que
podria tener un gran interés agrobiologico para la formulacion de inoculantes, y aunque
se sabe que presenta un T3SS, su alta capacidad competitiva podria deberse a la presencia

de un T6SS, aunque de momento se desconoce esta informacion.

3. Objetivos

1. Analizar el efecto de la variacion de la concentracidon de di-GMP-c en la secrecidon de

proteinas en S. fredii USDA257 y HWG35.

2. Analizar la expresion de T3SS y T6SS en presencia o ausencia del flavonoide

genisteina y con combinaciones de altos niveles de di-GMP-c o niveles fisiologicos.

4. Materiales y métodos
4.1. Estirpes bacterianas y condiciones de crecimiento

Las estirpes de S. fredii y los plasmidos utilizados en este trabajo se recogen en la Tabla

1y en la Tabla 2.



Tabla 1. Estirpes bacterianas de Sinorhizobium fredii utilizadas en este trabajo.

Estirpe
USDA257

Caracteristicas relevantes

Estirpe silvestre

Referencia
(Keyser et al., 1982)

USDA257 (pJB3Tc19)

USDA257 con el plasmido
pJB vacio. TcR.

(Pérez-Mendoza, D).

USDA257 (pJBpleD*)

USDAZ257 con el plasmido
pJB portando el gen pleD*
expresado constitutivamente
que codifica la diguanilato

ciclasa PleD*. TcR.

(Pérez-Mendoza, D).

HWG35

Estirpe silvestre

(Yang et al., 2001)

HWG35 (pJB3Tc19)

HWG35 con el plasmido pJB

vacio. TcR.

(Pérez-Mendoza, D).

HWG35 (pJBpleD¥*)

HWG35 con el plasmido pJB
portando el gen pleD*
expresado constitutivamente
que codifica la diguanilato

ciclasa PleD*. TcR.

(Pérez-Mendoza, D).

HH103

Estirpe silvestre control

(Dowdle & Bohlool, 1985)

Tabla 2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmidos Caracteristicas relevantes Referencia
ApR, TcR, vector de clonacion
pJB3Tcl19 IncP derivado de RK2. (Blatny et al., 1997)
ApR, TcR, derivado de pJBTc19
con un fragmento Xbal/EcoRlI ]
) (Pérez-Mendoza et al.,
pJBpleD* de 1423 pb que contiene el gen

pleD* de Caulobacter

crescentus.

2014)




Los medios de cultivo utilizados en este trabajo fueron TY (Beringer, 1974) ¢ YM
(Vincent, 1970). Todas las estirpes fueron crecidas en medio TY e incubadas a 28°C
suplementado con 2% de agar en el caso de los cultivos sélidos. Los cultivos liquidos
tanto de TY como de YM se incubaron a 28°C en agitacion a 180 r.p.m. Ademas, todos
los medios fueron suplementados con tetraciclina (Tc) 10 pg-uL!. Cuando fue necesaria

la induccion con flavonoides de los cultivos se le afiadié genisteina a 1 ug/mL (3,7 uM).

Las cepas se conservaron a -80°C en una solucion compuesta de peptona al 0,5% (m/v) y

de glicerol al 15% (v/v).

4.2. Tincion con rojo Congo y union a calcofliior

Para la tincion de rojo Congo (RC) se suplemento6 una placa de 25 mL de TY con 25 mg/L

del compuesto, posteriormente se dispusieron 4 gotas de 10 uL de los cultivos a analizar.

La union a calcofltior (CF) se analizé en una placa de 25 mL de TY suplementada con el
compuesto al 0,025% (m/v). Para la preparacion de 1 mL de solucién se utilizé 25 mg de
calcofluor, 100 pL de NaOH ImM y 900 pL de H>Od. Esto se mezcl6 con tampon Hepes

IM en proporcion 2:1. Tras ello se dispusieron 4 gotas de 10 pL de los cultivos a analizar.

Las placas permanecieron a 28°C durante 72 horas. Finalmente, las placas con CF se

observaron bajo luz UV.

4.3. Procedimientos generales de biologia molecular

4.3.1 Extraccion de las proteinas de S. fredii USDA257 v HWG35

Se cultivaron las bacterias en 50 mL de YM en presencia o ausencia de genisteina y/o de
PleD* expresado constitutivamente. Cada bacteria fue por tanto crecida en cuatro

condiciones:

- CONDICION 1: - Genisteina — PleD*.
- CONDICION 2: + Genisteina — PleD*.
- CONDICION 3: - Genisteina + PleD*.
- CONDICION 4: + Genisteina + PleD*.

Estos cultivos se incubaron en agitacion a 28°C durante un minimo de 48 horas. Los

cultivos se centrifugaron a 9000 g durante 25 minutos a 4°C y se separaron el

10



sobrenadante del pellet para aislar las proteinas intra y extracelulares. Al sobrenadante se
le afiadieron 150 mL de acetona fria y esta mezcla se conservé a -20°C durante al menos

24 horas.

Para llevar a cabo la extraccion de proteinas intracelulares, el pellet obtenido se
resuspendié en 50 mL de NaCl al 0,9% y 100 mL de H>O destilada, y se centrifugd a
11.000 g durante 1 hora. Este ultimo paso se realizd dos veces. Tras esto se descarto el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 400 uL. de tampdon de muestra Tris-HCI 62,5
mM pH 6,8.

Posteriormente se anadieron a cada muestra 400 pL del resto del tampon, que contiene

SDS 10% (m/v), glicerol 20% (v/v) y B-mercaptoetanol 5% (v/v).

Por ultimo, las muestras se hirvieron en el termobloque a una temperatura de 100°C

durante 10 minutos y se conservaron a -20°C.

Para la extraccion de proteinas extracelulares, tras las 24 horas a -20°C, se retir6 el
exopolisacéarido con la ayuda de una varilla. La mezcla se centrifugé a 11.500 g durante
40 minutos a 4°C. El sedimento se dejo secar por completo y se resuspendi6 en 180 pL
de tampoén de muestra sin SDS [Tris-HCl 62,5 mM pH 6.8, glicerol 20% (v/v), B-
mercaptoetanol 5% (v/v) y azul de bromofenol 0,05% (m/v)]. Esto se pasé a un eppendorf

y se le anadieron 20 pL. de SDS 10% (m/v).

Tras ello las muestras se hirvieron en el termobloque a 100°C durante 10 minutos y se

conservaron a -20°C.

4.3.2 Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion de proteinas se ha utilizado el aparato “Qubit fluorometer”, las
muestras se prepararon usando el kit “Qubit RNA Assay kit”. Para determinar la
concentracion de proteinas de una muestra, se prepard previamente la “Working Solution”
diluyendo “Qubit protein Reagent” 1:200 en “Qubit protein Buffer”, se deben preparar
200 pL por cada muestra que se vaya a cuantificar. Se mezclaron 190 ulL de “Working
Solution” con 10 pL de la muestra a cuantificar. Esto se agitd con el vortex y permanecio
a temperatura ambiente durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo las muestras se

introdujeron en el fluorimetro.
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Posterior a la cuantificacion a cada muestra se le afiadieron 20 puL de azul de bromofenol

0,05% (m/v).

4.3.3 Electroforesis unidireccional de las proteinas

Para separar las proteinas segun su masa molecular, se realizd6 una electroforesis
unidireccional en condiciones desnaturalizantes. Se incubaron las muestras a 100°C
durante 10 minutos y se mantuvieron en hielo. Posteriormente se centrifugaron a 16.000
g durante 1 minuto, y se cargaron 15 pL del sobrenadante obtenido en el gel junto con el

marcador de peso molecular “GangNam-STAIN™ Prestained Protein Ladder” .

Los geles de separacion se deben elaborar con distinta concentracion de acrilamida
dependiendo del tamano de las proteinas que se quieran separar, en este caso el gel se
elabord con una concentracion de acrilamida del 12% para separar proteinas de mayor
tamafio. Después, los geles inmersos en tampon de electroforesis 1X se corrieron a 190V
en cubetas Mini Protean III (Bio-Rad, EEUU) hasta que el colorante alcanz6 el borde

inferior del gel.

GEL DE SEPARACION (12%)

H>0 destilada 13,05 mL
Tris-HCI 1,5M pH 8,8 7,5mL
Acrilamida/Bisacrilamida 40% 29:1 9mL
SDS 10% (m/v) 300 pL
APS 10% (m/v) 125 pL
TEMED 15 uL
GEL DE EMPAQUETAMIENTO (4%0)

H>0O destilada 4,7 mL
Tris-HCI 1,5M pH 6,8 1,89 mL
Acrilamida/Bisacrilamida 40% 29:1 750 puL
SDS 10% (m/v) 75 puL
APS 10% (m/v) 37,5 uL
TEMED 7,5 ub

Nota: Los volumenes indicados son los adecuados para geles de 17 x 17 cm.
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Solucion empleada

4.3.4 Tincién de las proteinas con plata

La tincién de las proteinas con plata es un método mas sensible que la tincion con azul
de Coomassie. Finalizada la electroforesis, el gel se introdujo en fijador durante 30
minutos en agitacion suave, posteriormente se colocod en la solucion oxidante otros 30
minutos, tras ello se realizaron 3 lavados con agua destilada de 5 minutos cada uno. Tras
ello el gel se sumergid en la solucion que contiene nitrato de plata (2,5% m/v) durante 20
minutos en oscuridad total para evitar la tinciéon de fondo. Una vez tefiido se realizaron
dos lavados de 1 minuto cada uno con agua destilada y el gel quedd inmerso en el
revelador. La reaccion se detuvo afiadiendo una solucion de EDTA-Naz 2H>O (3,65g en

250 mL de agua destilada).

Soluciones empleadas (para un volumen de 250 mL)

Fijador 100 mL de etanol 40% (v/v), 25 mL de acido acético glacial 10%
(v/v), 125 mL de H204

Oxidante 75 mL de etanol 40% (v/v), 17g de acetato de sodio 0,8M, 10 mL
de tiosulfato de sodio (5% [m/v]) 0,04% (v/v)

Detencion EDTA-Na; 2H>0 (3,65g en 250 mL de agua destilada)

4.3.5 Cuantificacion de la expresion de genes bacterianos mediante gPCR

Para cuantificar la expresion de genes bacterianos se realizaron experimentos de gPCR a
partir de los ARNm de dichos genes, los cuales se retrotranscribieron previamente a

ADNc, siguiendo los siguientes pasos:

1. Extraccion del ARN total en las diferentes condiciones a estudiar.
2. Retrotranscripcion del ARN a ADNc.
3. Realizacion de la PCR cuantitativa (gPCR).
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Se incubaron los cultivos de las estirpes de S. fredii en 5 mL de YM (suplementado con
flavonoide en caso de que fuese necesario), a 28°C a 180 r.p.m durante 48 horas. Las

condiciones fueron las similares al apartado 4.3.1.

Para la extraccion del ARN bacteriano se utilizo el kit High pure RNA isolation (Roche,

Suiza), siguiendo las instrucciones del fabricante.

El ARN obtenido se cuantificd en el espectrofotdometro Thermo Scientific NanoDrop
(Thermo Fisher Scientific, EEUU). Ademas, para comprobar la integridad del ARN se
sometio a electroforesis en gel de agarosa, se tind con bromuro de etidio y se observé con
luz UV. Se anadi6 1 pL de la solucion con ARN a 1 pL de tampoén de carga con bromuro
de etidio y 4 pL de H2Ou. Esto se carg6 en un gel de agarosa al 1,4% (m/v), tampdén MOPS
4X, formaldehido (como agente desnaturalizante) y agua destilada. Se dejo correr durante

20 minutos a 120V en tampon MOPS 1X.

Cantidades para realizar el gel de agarosa.

Pequefio (40 mL) Grande (60 mL)
Agua destilada 28 mL 42 mL
Agarosa 1,4% (m/v) 0,56 g 0,849
MOPS 4X 10 mL 15mL
Formaldehido 2mL 3mL

Para la retrotranscripcion se utilizo el kit PrimeScript RT reagent (Takara, USA),
siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADNc obtenido se utilizé como molde para
llevar a cabo las reacciones de PCR utilizando los cebadores especificos adecuados (Tabla

3) y se us6 un programa que sigue el siguiente esquema comun:

1. Desnaturalizacion del ADN a 95°C durante 10 minutos.

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

(8]

Uniodn de los cebadores al ADN de cadena simple a la temperatura recomendada
por el fabricante (IDT) durante 30 segundos.

Polimerizacion del ADN a 72°C durante 20 segundos.

Lectura de la fluorescencia.

Repeticion del paso 2 al 5, durante 40 ciclos.

NS A

Melting curve o curva de fusion desde 60 a 95°C.
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El volumen de la mezcla fue de 10 pL. Las mezclas de reaccion contenian los cebadores
necesarios para cada reaccion a una concentracion de 0,3 uM y 5 puL de iTaq Universal

SYBR Green Supermix (Bio-Rad, EEUU).

Tabla 3. Cebadores utilizados en este trabajo para ensayos de gPCR de genes de S. fredii.

Nombre Secuencia (5°-3”) pb Tm (°C)
16S F TAAACCACATGCTCCACC 18 52
16S R GATACCCTGGTAGTCCAC 18 51

nodA F CGTCATGTATCCGGTGCTGCA 21 60

nodA_R CGTTGGCGGCAGGTTGAGA 19 61

tssAq_R CAGCATCGACTTGACGAA 18 51,3

tssAq_F TGCTGAATTCCTCGGAAG 18 51,3
ttslg_F CGGTTGGAAGATCAACTCTA 20 51
tsslg_R GTCAATTCAAGAACGTAGCC 20 51

nopMq_F GCAGTTCGTCGCCAAGCTCA 20 55,6

nopMg_R ATCGCTGACCGTGAAGGCTGA 21 50,8

nopLq_F GAGCTGGATCATGGCAA 17 52,3

nopLq_R ATGCTGCCAATCAAGCA 17 52,5

noplq_F ACGTGGGTGGAAACGA 16 53,9

noplg_R GACGAATCTGTCTCGACA 18 51,3

Solucion empleada:

5. Resultados

El presente trabajo se ha llevado a cabo con las estirpes USDA257 y HWG35 con el
plasmido pJBpleD* (o el correspondiente vector vacio) cedidas por el grupo del Dr.
Daniel Pérez Mendoza de la Estacion Experimental del Zaidin (CSIC). Ademas, se ha
llevado a cabo la induccidn con flavonoides de los cultivos afiadiéndoles genisteina a 1
pg/mL (3,7 uM), para corroborar el efecto que tienen los flavonoides en la produccion de
polisacaridos y en la secrecion de proteinas. Se comenzd con la comprobacion del

fenotipo que presentaban estas bacterias con nuestras condiciones del cultivo.
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5.1. Fenotipo

Para el analisis del fenotipo de las bacterias expresando el gen pleD* en presencia o
ausencia de genisteina, se crecieron tanto en medio sélido como liquido en TY, y en medio
liquido YM. Ademas, se analiz6 la capacidad de absorcion de estas estirpes de diversos

colorantes que unen exopolisacéridos.

5.1.1. Absorcidén de rojo Congo v calcofluor

El calcofluor es un fluorocromo que se une a polisacaridos con enlaces  lo que se traduce
en una fluorescencia azul cuando se crece en un medio en presencia del compuesto y
expuesto a la luz UV. Muchos de los polisacéaridos superficiales producidos por los
rizobios son capaces de unir calcofluor (Leigh et al., 1985). Para estudiar la capacidad
de unién de esta molécula de las distintas estirpes se crecieron en placas de medio TY

suplementadas con el compuesto.

Se observd que aquellas estirpes que presentaban el gen pleD* expresado
constitutivamente (pJBpleD*) eran capaces de adsorber el compuesto, al mostrar
fluorescencia intensa bajo luz ultravioleta, presentando asi un fenotipo CF+. En cambio,
en aquellas estirpes donde se encontraba el plasmido vacio (pJB3Tc19) se observaba un
fenotipo CF- (Figura 3).

S.fredii USDA257 S.fredii HWG35

pJB3Tc19

p)BpleD*

Figura 3. Aspecto de las bacterias de estudio en medio s6lido suplementado con calcoflior.
Las bacterias con los plasmidos pJBpleD* o pJB3Tc19 fueron incubadas durante 72h a 28°C.
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Para estudiar la produccion de polisacaridos de superficie en nuestras condiciones,
también se utilizo el colorante rojo Congo, que presenta una gran capacidad para unirse
a diferentes tipos de polisacaridos bacterianos y proteinas de tipo amiloide (Thomas-
Oates et al., 2003). La capacidad de adsorcion de las estirpes a este colorante se estudio

en placas de medio TY suplementadas con el colorante.

Se comprobo tanto en USDA257 como en HWG35 que cuando el gen pleD* se encuentra
expresado constitutivamente se observa un fenotipo mucho mas mucoso y rugoso, tipo
wrinkly, lo que denota una gran produccion de exopolisacaridos, ademas las colonias
presentan un color rojo mucho mads intenso, presentando asi un fenotipo CR+. En
contraposicion, en aquellas estirpes donde el plasmido se encuentra vacio se observa una
disminucioén en la capacidad de adsorcion del colorante respecto a las otras condiciones,
presentando un fenotipo CR-. Ademas, en presencia de genisteina se observa un fenotipo
mucho menos mucoso en todos los casos, aunque se aprecien indicios de produccion de
exopolisacaridos en aquellas estirpes con el plasmido pJBpleD* (Figura 4).

Sinorhizobium fredii USDA257 Sinorhizobium fredii HWG35

pJB3Tc19 p)BpleD* pJB3Tc19 p)BpleD*

Figura 4. Aspecto de las bacterias de estudio en medio sélido adicionado con rojo Congo.
Las bacterias con los plasmidos pJBpleD* o pJB3Tc19 en presencia (+) o ausencia (-) de
genisteina fueron incubadas durante 72h a 28°C.

5.1.2. Crecimiento en TY

En aquellas estirpes que portan el plasmido pJBpleD* se pudo observar la presencia de
floculos en suspension, que indican la gran produccion de polisacaridos induciendo la
formacion de biofilm, siendo esta diferencia mucho mas clara en el caso de USDA257
(Figura 5). El crecimiento Optimo en todos los casos fue entre 48-72 horas a 28°C en

agitacion a 180 r.p.m.
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Sinorhizobium fredii USDA257 Sinorhizobium fredii HWG35

pJB3Tc19 pJBpleD*
“g}ll

pJB3Tc19

Figura 5. Crecimiento en 5 mL de medio liquido TY de bacterias portadoras del plasmido
pJBpleD*o el vector vacio pJB3Tc19. Las imagenes se tomaron tras 72h de crecimiento a 28°C
en agitacion a 180 r.p.m.

5.1.3. Crecimiento en YM

Se estudio el fenotipo en presencia o ausencia del flavonoide genisteina. Se observo un
fenotipo agregativo cuando pleD* se encontraba sobreexpresado tanto en HWG35 como
en USDA257, ademads en este ultimo se puede distinguir con mayor claridad la formacion
de floculos tanto en ausencia como en presencia del flavonoide, siendo menor en este
ultimo caso (Figura 6), ya que los flavonoides disminuyen la formacion de polisacaridos.
Este fenotipo agregativo en ambos casos se debe a la gran produccion de diguanilato
ciclico, que induce la sintesis de exopolisacaridos, opacando el posible efecto que pueda

tener la genisteina sobre la sintesis de estos.

En este medio la presencia de floculos en suspension es mas clara ya que es un medio

rico en manitol.

Sinorhizobium fredii USDA257 Sinorhizobium fredii HWG35

pJB3Tc19 p)BpleD* pJB3Tc19 p)BpleD*

Figura 6. Crecimiento de las estirpes en 50 mL de YM de bacterias portadoras del plasmido
pJBpleD*o el vector vacio pJB3Tc19 crecidas en presencia (+) o ausencia (-) de genisteina.
Las imagenes se tomaron tras 72h de crecimiento a 28°C en agitacion a 180 r.p.m.
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5.2. Efecto de la alteracion de concentracion de di-GMP-c sobre la secrecion de
proteinas

Se estudiaron y compararon los perfiles de proteinas extracelulares de USDA257 y
HWGS35 tanto de aquellas estirpes que presentan pleD * sobreexpresado (pJBpleD*) como
las que no (pJB3Tc19), tras la induccion con el flavonoide genisteina. En la figura 7 se
observa el perfil de proteinas extracelulares de HWG35 (A) y USDA257 (B) obtenido
tras la tincién con plata de un gel de poliacrilamida. Se realizaron varias réplicas,

mostrandose aquellas mas representativas.

Ademas, se uso S. fredii HH103 como control para estudiar qué proteinas son las
secretadas en cada caso. Se sabe que este rizobio secreta al menos 8 Nops a través del
T3SS en respuesta a genisteina: NopA (~7 kDa), NopB (~21 kDa), NopC (~11 kDa),
NopD (~180 kDa), NopL (~37 kDa), NopM (~60 kDa), NopP (~32 kDa), and NopX (~60
kDa) (Jiménez-Guerrero et al., 2017).

En USDA257 se puede observar la presencia de un mayor numero de bandas en
condiciones de alta concentracion de di-GMP-c y presencia de genisteina (Figura 7). Estas
coinciden con bandas que también aparecen en el control (S. fredii HH103) por lo que se

podria deducir por similitud qué proteinas son las secretadas bajo estas condiciones.

En HWG35 también se aprecian diferencias si se compara la secrecion de proteinas
cuando la diguanilato ciclasa esta expresada constitutivamente o existen concentraciones
fisiologicas de di-GMP-c (Figura 7). En muchos de los casos lo que se observa es una
disminucién en la intensidad de la banda a altas concentraciones de di-GMP-c, como la

que se encuentra en ~48 kDa.
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A B

HWG35 pJB 3Tc19 HWG35 pJB pleD* HH103 USDA257 pJB 3Tc19 USDA257 pJB pleD*

135 kDa - 180 kDa-

100 kba -{ —
75kDa- |

100 kDa-
63 kDa -

75 kDa-
48 kDa -

63 kDa-
35kDa- |

48 kDa-
25kDa- |
20kpDa- ||

35 kDa-
17 kDa -

25kDa- W

Figura 7. Perfil de las proteinas extracelulares procedentes de cultivos de las estirpes HWG35
(pJB3Tc19 y pJBpleD*) (A) y USDA257 (pJB3Tc19 y pJBpleD*) (B) crecidas en presencia (+)
o ausencia (-) de genisteina a una concentraciéon de 3,7 pM. Las masas moleculares (kDa) del
marcador (Bio-Rad, EEUU) indicadas a la izquierda se usaron para inferir las masas moleculares
de las proteinas cuya secrecion depende de la concentracion de di-GMP-c, marcadas con un
asterisco.

5.3. Analisis por gPCR de la expresion de genes en presencia de di-GMP-c

Se realizaron ensayos de gPCR para determinar la expresion relativa de distintos genes
en respuesta a altos niveles de di-GMP-c, asi como para analizar la expresion de los
mismos en presencia del flavonoide genisteina. Los genes que se han usado son los
siguientes: nod4A como control de la nodulaciéon ya que se conoce que su expresion es
mayor en presencia de genisteina, tss4 para estudiar la actividad del T6SS, tss/ para
estudiar la actividad del T3SS y por ultimo genes que codifican para algunos efectores
secretados a través del T3SS (nopM, nopL y nopl). Ademas, se utilizé el gen /65 como
control. Para USDA257 inicamente se hizo una réplica y para HWG35 se realizaron dos

réplicas, mostrando solo una de ellas. Los resultados se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Expresion relativa de diferentes genes en condiciones de privacidad (pJB3Tc19) o

abundancia (pJBpleD*) de di-GMP-c y en presencia (+) o ausencia (-) de genisteina obtenidos
mediante gPCR. El gen /6S se usé como control.

S. fredii USDA257 S. fredii HWG35
pJB3Tc19 pJBpleD* pJB3Tcl9 pJBpleD*
= + - + - + - +
wor | 1o [ | B 1w | o | T | T
737+ | 489+ | 296+ 8474+ | 54939+ | 1076,15
tssA | 1+017 ’ ’ ! 140,35 ’ ! :
' 0,56 0,89 0,32 ’ 001 | 31327 | +304,14
o | renan [TBESE| TME | BhseE | ory | O 0t | e
1147+ | 334+ | 200+ 015+ | 397+ | 12565%
nopM | 1+0,05 ' ’ ! 1+071 | ¥ ! :
1,05 1,40 113 0,02 0,91 82,12
o | taam | S| B [0 s | o | B |
100,42 + | 158,68 = | 150965 006+ | 077+ | 7343«
nopl | 1£024 | =50g 2063 | +9123 | T35 | 5009 0,25 15,36

En USDAZ257 los resultados obtenidos mostraron que tanto el gen ts/, como nopL y nopl
presentan una expresion relativa mayor a altas concentraciones de di-GMP-c, y que esta
expresion es mucho mayor en presencia ademas de genisteina (Tabla 4). Por el contrario,
el gen tssA, nodA y nopM tiene una menor expresion relativa a altas concentraciones de
di-GMP-c y presencia de genisteina. En el caso del gen #£s/, en presencia de genisteina,
la expresion en abundancia de di-GMP-c es el doble que en condiciones fisiologicas. Para

nopL y nopl esta expresion es 10 veces mayor.

En HWGS3S se observo que todos los genes estudiados presentaban una expresion relativa
mayor a altas concentraciones de di-GMP-c y en presencia del flavonoide genisteina.

Siendo el gen tssA el que mayor expresion relativa tiene respecto al resto (Tabla 4).

6. Discusion

El di-GMP-c es un segundo mensajero con un papel importante en la transicion entre un
estilo de vida movil y sésil en bacterias patogenas (Hengge, 2009), al favorecer la
formacion de biopeliculas regulando la sintesis de exopolisacaridos (McCarthy ef al.,
2017). El papel de este segundo mensajero en la activacion de genes relacionados con los
sistemas de secrecion bacterianos ha sido estudiado en Pseudomonas aeruginosa, donde

altas concentraciones de di-GMP-c activan genes relacionados con T6SS e inhiben genes
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relacionados con el T3SS (Moscoso ef al., 2011), pero su papel no ha sido estudiado en

rizobios, donde también podria existir esa relacion.

Para estudiar como afecta el di-GMP-c en la secrecion de proteinas se ha llevado a cabo
un incremento de los niveles intracelulares de este segundo mensajero a través de la
sobreexpresion de la diguanilato ciclasa PleD* mediante el plasmido pJBpleD* en S.

fredii USDA257 y S. fredii HWG35.

La sobreexpresion de PleD* produjo un incremento en la produccion de exopolisacaridos,
un cambio en la morfologia de las bacterias (Figura 4) y un aumento en la presencia de
fléculos (Figura 5). Las estirpes analizadas mostraron un fenotipo CR+ y CF+ al
sobreexpresar PleD*. Aunque la genisteina disminuya la produccion de polisacéridos, el
di-GMP-c tiene un mayor efecto sobre la sintesis de estos. Estos fenotipos han sido
similares a los que se han observado en otras bacterias cuando se sobreexpresa una

diguanilato ciclasa (Barnhart ef al., 2013; Simm et al., 2004).

Al estudiar el efecto de la alteracion de la concentracion de di-GMP-c sobre la secrecion
de proteinas se comprueba que existen diferencias entre la estirpe que presenta el vector
vacio (pJB3Tc19) y la que se encuentra con el pladsmido con el gen pleD* (pJBpleD*)
(Figura 7). Se utiliz6 a S. fredii HH103 como control, ya que se conoce que este secreta
al menos 8 Nops a través del T3SS en respuesta a genisteina: NopA (~7 kDa), NopB (~21
kDa), NopC (~11 kDa), NopD (~180 kDa), NopL (~37 kDa), NopM (~60 kDa), NopP
(~32 kDa), and NopX (~60 kDa) (Jiménez-Guerrero et al., 2017).

De manera general se puede observar que en condiciones de alta concentracion de di-
GMP-c la secrecion de proteinas es mayor tanto en ausencia como en presencia del

flavonoide.

En USDA257 (Figura 7B) en presencia de genisteina y alta concentracion de di-GMP-c
(pJBpleD* +) se distingue en torno a 32 kDa una proteina, que podria tratarse de NopP,
esta también se encuentra presente en S. fredii HH103 inducido con genisteina. NopP ha
sido identificada en USDA257 y S. fredii HH103 como efector. La secrecion de esta
proteina en USDA257 al interior de las raices de Vigna unguiculata se ha confirmado, lo
que indica que este Nop puede ser considerado como un efector real (Lopez-Baena et al.,

2016).
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También se puede distinguir otra proteina en torno a 37 kDa, que de igual manera su
secrecion es mayor cuando existen altos niveles de di-GMP-c y en presencia de
genisteina, pudiéndose tratar de NopL. NopL junto a NopP, NopC y Nopl son proteinas
especificas de rizobios a diferencia de otras Nops que presentan cierta homologia a
efectores encontrados en diferentes patdégenos de plantas y animales (Deakin &

Broughton, 2009; Jiménez-Guerrero et al., 2017).

Ademas, en estas mismas condiciones se han podido diferenciar otras proteinas que en
condiciones fisiologicas de diguanilato ciclico no estaban presentes, una de en torno a
~40 kDa y otra de ~110 kDa, pero que no han podido ser comparadas con ningun efector

putativo presente en S. fredii HH103.

Por el contrario, en torno a 75 kDa nos encontramos una proteina que cuando existen
condiciones fisioldgicas de di-GMP-c esté presente pero que cuando la concentracion de

este aumenta deja de ser secretada, la cual tampoco ha podido ser identificada.

En cuanto a HWGS35 (Figura 7A) en condiciones fisiologicas de di-GMP-c aparece una
banda mucho maés intensa de ~27 kDa que podria tratarse de Nopl, este se trata de un
efector en S. fredii HH103 (Lopez-Baena et al., 2016), por lo que lo podria ser también
en HWG35. Se comprob6 que la mutacion del gen nopl no afectaba a la secrecion de
Nops por el T3SS lo que sugiere que no es un componente esencial en la maquinaria del

T3SS (Jiménez-Guerrero et al., 2017).

De igual manera, en torno a 32 kDa se observa una banda mas intensa a concentraciones
fisiologicas de di-GMP-c que se puede relacionar con NopP, que como se ha mencionado
con anterioridad, se considera un efector real en S. fredii USDA257 y S. fredii HH103 y
que en este caso su secrecion se ve afectada negativamente en presencia de altas
concentraciones de diguanilato ciclico. También se ha observado una banda de ~18 kDa

y otra de ~48 kDa que no han podido ser identificadas.

Ademés, se puede distinguir una banda presente en ambas condiciones (pJB3Tc19 +y
pJBpleD* +) de ~37 kDa, coincidiendo con NopL, este es un efector putativo tanto en S.
fredii HH103 como S. fredii USDA257 (Lopez-Baena ef al., 2016), pudiendo ser también
de S. fredii HWG35.

Por ultimo, en torno a 65 kDa se observa una banda cuando nos encontramos la

diguanilato ciclasa PleD* expresada constitutivamente que podria tratarse de NopM, esta
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se considera un efector putativo de S. fredii HH103 (Rodrigues et al., 2007). Ademas, se

observa una banda de ~75 kDa y otra de ~100 kDa que no se han logrado identificar.

Por otra parte, se estudio la expresion de distintos genes que codifican para componentes
del T6SS (zssA), del T3SS (#s]) o para efectores secretados a través del T3SS (nopM,
nopL, nopl) en presencia o ausencia del flavonoide genisteina y con combinaciones de

altos niveles de di-GMP-c o niveles fisiologicos a través de ensayos de gPCR.

En USDA257 se observo que la expresion del gen zss/ es mucho mayor cuando la DGC
PleD* se encuentra expresada constitutivamente y en presencia de genisteina (Tabla 4).
La sintesis y secrecion de Nops esta controlada por el regulador transcripcional Ttsl cuya
expresion estd inducida por NodD y flavonoides (Jiménez-Guerrero et al., 2020) y esto

aqui se puede corroborar.

Ademads, se observo que la expresion del gen nopL es mucho mayor a altas
concentraciones de di-GMP-c (Tabla 4), lo que puede corroborar la secrecion de la
proteina NopL que se observa en el perfil de proteinas extracelulares. Esta expresion es
10 veces mayor cuando nos encontramos la DGC PleD* expresada constitutivamente. En
cuanto a nopl su expresion relativa también es mucho mayor a altas concentraciones de
di-GMP-c y en presencia de genisteina (Tabla 4), siendo esta expresion 15 veces mayor
en comparacion con condiciones fisiologicas de di-GMP-c y en presencia de genisteina.
Por ultimo, nopM presenta una expresion relativa menor en presencia del flavonoide y a
altas concentraciones de di-GMP-c, ademas, la proteina NopM no ha sido identificada en

el perfil de proteinas extracelulares.

En cuanto al gen fssA este presenta una expresion relativa menor en abundancia de di-
GMP-c (Tabla 4), lo que podria indicar que la actividad del T6SS se est4 viendo reducida;
a diferencia de el gen tss/ que tiene una mayor expresion lo que indicaria una mayor
actividad del T3SS. En este caso se puede comprobar que existe una regulacion inversa
en cuanto a la actividad de los sistemas de secrecion y la concentracién de di-GMP-c,
pero de manera contraria a lo que ocurria en P. aeruginosa, donde altas concentraciones
de este segundo mensajero activaban genes relacionados con el T6SS e inhibian aquellos
relacionados con el T3SS (Moscoso ef al.,, 2011). Pero esto no se puede confirmar con

seguridad, para ello se necesitaria un estudio mas profundo.
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En HWG3S la expresion relativa de nopM es mayor a altas concentraciones de
diguanilato ciclico (Tabla 4), lo que apoya la secrecion del efector putativo NopM

observado en el perfil de proteinas extracelulares.

Segun el andlisis por gPCR la expresion relativa del gen nopl es mayor en presencia de
genisteina y a altas concentraciones de di-GMP-c. Si se compara la expresion de este gen
a altas concentraciones de di-GMP-c y en presencia o ausencia de genisteina se observa
una expresion casi 100 veces mayor en presencia del flavonoide, esto se debe a que la
activacion del gen nopl en HWG35 depende de flavonoides, al igual que ocurre en S.

fredii HH103 (Jiménez Guerrero, 2015).

Por otro lado, la expresion relativa del gen nopL también es mayor a altas concentraciones
de di-GMP-c y en presencia de genisteina. La proteina NopL se puede distinguir en el
perfil de proteinas extracelulares tanto en condiciones fisioldgicas del segundo mensajero

como a altas concentraciones de este.

En este caso tanto la expresion de tss4 como de #£s/ es mayor cuando la DGC PleD* esta
expresada constitutivamente, aunque en el caso de zss4 es mucho mayor. La expresion de
tssA nos hace indicar que S. fredii HWG35 ademas de poseer T3SS presenta un T6SS

funcional.

7. Conclusiones

1. La alta concentraciéon de di-GMP-c influye positivamente en la produccion de
polisacaridos en las dos estirpes de estudio, presentando fenotipo agregativo en
ambos casos.

2. La concentracion de di-GMP-c afecta a la secrecion de proteinas en las cepas de
estudio tanto positiva como negativamente.

3. La expresion de algunos efectores es mayor en presencia del flavonoide
genisteina en combinacion de altos niveles de di-GMP-c.

4. Sinorhizobium fredii HWG35 presenta al menos un T3SS y un T6SS funcional
que estan regulados por di-GMP-c.
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