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INTRODUCCION







Varias especies de bacterias, la mayoria pertenecientes a la clase
Alphaproteobacteria y al orden Rhizobiales (Madigan et al., 2015) pueden establecer una
relacion simbidtica con plantas de la familia Leguminosae (Spaink et al., 1998). En su
conjunto, a estas bacterias se les denomina rizobios y tienen la capacidad tnica de
inducir la formacién de unas estructuras, denominadas nédulos, en las raices o tallos de
las plantas hospedadoras, en los cuales se produce la fijaciéon simbiética de nitrégeno
molecular (Nz). Este proceso se desarrolla a través del intercambio de senales
moleculares especificas, como son los flavonoides secretados por las raices de las
leguminosas y los llamados factores Nod producidos por los rizobios tras la percepciéon

de estos flavonoides (Lerouge et al., 1990; Spaink et al., 1991; Truchet et al., 1991).

Dentro de las Alphaproteobacterias, el orden Rhizobiales es el mds amplio y en
él se encuadran los rizobios como una coleccion polifilética de géneros. Concretamente,
son nueve los géneros pertenecientes a este orden que contienen rizobios:
Bradyrhizobium, Ochrobactrum, Azorhizobium, Devosia, Methylobacterium, Mesorhizobium,
Phyllobacterium, Ensifer (clasicamente denominado Sinorhizobium), y Rhizobium (Madigan
et al., 2015). Recientemente, se ha demostrado que algunos miembros de las clases Beta-
y Gammaproteobacteria también tienen la capacidad para nodular leguminosas,

(Gyaneshwar et al., 2011).

La simbiosis rizobio-leguminosa es el resultado de millones de afios de
coevolucién, constituyendo un proceso complejo y exquisitamente regulado que juega
un importante papel porque ofrece la capacidad de convertir el N> atmosférico en formas
asimilables por la planta (Rivas et al., 2009); siendo ademas, el proceso que mas
contribuye a la fijacién de Nz en la Tierra (Sprent, 2001).

La simbiosis comienza con el intercambio de sefiales quimicas entre la planta y
la bacteria. Las raices de las plantas secretan flavonoides, variando éstos segtn la especie
de la planta y siendo reconocidos tinica y especificamente por algunas especies de
rizobios, dando lugar al primer nivel de especificidad de la simbiosis (Hassan y

Mathesius, 2012). Los flavonoides difunden a través de la membrana del rizobio y son
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percibidos por la proteina NodD, un regulador transcripcional de la familia LysR, que
activa la transcripcion de los diversos genes implicados en la nodulacién, entre ellos los

responsables de la produccién de los factores Nod (Wang et al., 2012).

La curvatura del pelo radical y el crack entry son los dos mecanismos de infeccion
usados por la bacteria. El crack entry implica la entrada de los rizobios a través de roturas
en las raices laterales o los tallos (Goormachtig et al., 2004). La curvatura del pelo radical
depende del reconocimiento de los factores Nod, este reconocimiento provoca una
oscilacién de los niveles de calcio y la subsiguiente cascada de sefializacién que provoca

la curvatura del pelo radical (Esseling ef al., 2003), (Figura 1).
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Figura 1. Estrategias de nodulacién en los rizobios. a) Induccién de la formacién de nédulos en las leguminosas por la via dependiente de los factores Nod. Se
indican en rojo los compuestos o genes variables: (i) compuestos alternativos excretados por la planta, (ii) reguladores posteriores a nodD que pueden modular
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Figura adaptada a partir de la publicada por Downie, (2007).
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El desarrollo del nédulo por la via dependiente de los factores Nod, comprende
una serie de fases, de las que las mas importantes son:

(i) Los pelos radicales se curvan para atrapar a la bacteria y producen una invaginaciéon
de la pared celular (tubo de infeccién) a través de la cual la bacteria penetra en las capas
profundas de las células de la raiz.

(ii) El reconocimiento de los factores Nod induce una acumulacién temporal de
flavonoides, la inhibicion del transporte de auxinas y la divisién de las células del cortex
de la raiz, dando lugar a la formacién del primordio nodular.

(iii) El tubo de infeccién libera los bacteroides en el primordio nodular, el cual continta

su desarrollo hacia un nédulo funcional (Hirsch, 1992; Perret et al., 2000) (Figura 2).
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Figura 2. Proceso de desarrollo del nédulo a través de la via dependiente de factores Nod. Figura
modificada de Oldroyd, (2013).

Hay dos tipos principales de nédulos, indeterminados y determinados, y esto
depende exclusivamente de la leguminosa. Los nédulos indeterminados comienzan la
divisién celular en el cértex interno (Ferguson et al., 2010). Estos mantienen un
meristemo persistente y forman distintas zonas: zona de invasién del rizobio, zona de
fijacion activa de Nz y zona de senescencia (Udvardi y Poole, 2013). Estas zonas
contienen rizobios en distintos estados de desarrollo y la zona proximal pierde la
capacidad para reproducirse (Mergaert et al., 2006), (Figura 3A). Sin embargo, la division
celular en los n6dulos determinados comienza en el cortex externo (Ferguson et al., 2010).
Estos nédulos no tienen un meristemo persistente y contienen un grupo homogéneo de

rizobios con total viabilidad (Saeki, 2011), (Figura 3B).
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Figura 3. Desarrollo nodular. A, Estructura durante las fases del desarrollo de un nédulo
indeterminado. B, Estructura durante las fases del desarrollo de un nédulo determinado,
(Ferguson et al., 2010).

En la formacién del nédulo pueden intervenir estrategias moleculares que
influyen en la diferenciacion del rizobio a bacteroide en el interior del nédulo. Se
conocen tres tipos diferentes de bacteroides, E, Sy U que estan determinados por el clado
al que pertenece la leguminosa hospedadora (Vasse et al., 1990; Mergaert et al., 2006;
Oono et al., 2010; Bonaldi et al., 2011; Haag et al., 2011, 2013; Kondorosi et al., 2013). En el
clado IRLC (Inverted Repeat Lacking sequence Clade), que incluye leguminosas como
Medicago, Pisum, Vicia, Trifolium, Glycyrrhiza, Galega y Astragalus (Wojciechowski et al.,
2000; Terpolilli et al., 2012), los rizobios estan sometidos a endorreduplicacién, acoplado
al aumento del tamafio celular (Paau et al., 1979, Kobayashi et al., 2001, Mergaert et al.,
2006). Los bacteroides estan elongados (bacteroides de morfotipo E) y diferenciados a
término (Mergaert et al., 2006). En el clado Dalbergoides, que contiene los géneros
Aeschynomene y Arachis (Bonaldi et al., 2011), el bacteroide también esta sometido a
endorreduplicacion y alargamiento celular y dependiendo de la especie de la planta,
pueden ser elongados (morfotipo E) o esféricos (morfotipo S). Sin embargo, en
leguminosas del clado Millettoides-Phaseoloides, como Phaseolus, Vigna, Lotus'y Glycine,

los rizobios no estan sometidos a una diferenciacion a término, los bacteroides presentan
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una forma celular, tamafio y contenido en ADN, similar al de vida libre (morfotipo U)
(Paau et al., 1979; Mergaert et al., 2006). En leguminosas pertenecientes al clado IRLC, la
diferenciacién del bacteroide estd determinada por factores de ambos simbiontes. Estas
leguminosas producen un conjunto de péptidos antimicrobianos, tinicamente dentro del
nédulo, que causan endorreduplicaciéon del genoma de la bacteria y fuerzan al rizobio a
entrar en un estado de no crecimiento (Mergaert et al., 2003, 2006; Van de Velde et al.,
2010; Bonaldi, et al., 2011; Marshall et al., 2011; Penterman et al., 2014). A estos péptidos
se les conoce como NCR (Nodule-specific Cysteine-Rich) (Mergaert et al., 2003; Haag et
al., 2012) y todos presentan un patrén especifico de cuatro o seis residuos conservados
de cisteina. Por parte de la bacteria, la proteina BacA esta implicada en la diferenciacion
del bacteroide en los nédulos de leguminosas del clado IRLC. Por consiguiente, un
mutante bacA de Ensifer meliloti fracasa en la diferenciacion dentro de células nodulares
de Medicago, y rapidamente mueren por su hipersensibilidad a los péptidos NCR
producidos por estas células (Glazebrook et al., 1993; Haag et al., 2011), en consecuencia
no fijan N> y no pueden mantener el crecimiento de la planta. Sin embargo, el gen bacA
de los rizobios no se requiere para la persistencia de la bacteria y la fijacién de Nz en los

nédulos de las plantas hospedadoras que no producen péptidos (Haag et al., 2011).

A pesar de la diversidad genética, esta claro que los diferentes géneros de los
rizobios tienen muchas caracteristicas genéticas y bioquimicas comunes que estan
relacionadas con su capacidad para establecer simbiosis efectivas. Estos factores
comunes incluyen las ya mencionadas capacidades de reconocer sefiales moleculares
especificas, como los flavonoides de las plantas hospedadoras y de producir sefiales
moleculares especiales, tales como los factores Nod. Ademéds, otros factores comunes
incluyen adaptaciones estructurales especializadas y la regulacion especial de algunos
tipos de moléculas que también estan presentes en muchas otras bacterias del suelo.
Estas moléculas estan implicadas en funciones especializadas durante el establecimiento
de la simbiosis como: adaptacion a las diferentes condiciones de crecimiento,
supervivencia ante la presencia de muchos compuestos potencialmente téxicos
(compuestos fendlicos y enzimas) y en la necesidad de evitar la respuesta de defensa de

la planta.



Los genes esenciales para la nodulacién, infeccién y fijacion de Nz estan
agrupados en médulos simbitticos que contienen los genes implicados en la sintesis,
procesamiento y transporte de los factores Nod (nod/nol/noe), de los cuales los méas
conservados son nod ABCDI] y nif ABHDKENT (Remigi et al., 2015). La tinica excepcion la
constituye un grupo de bradyrhizobios que no poseen genes de nodulacién canénicos e
inician la nodulacién sin factores Nod (Giraud et al., 2007). Estos médulos de genes
simbibticos se encuentran agrupados en elementos genéticos transmisibles, como
grandes plasmidos presentes en todos los géneros de rizobios (Galibert et al., 2001) y
grandes elementos transponibles, como las llamadas islas simbiodticas flanqueadas por
secuencias de insercién, presentes en Mesorhizobium loti y Bradyrhizobium japonicum
(Sullivan et al., 2002). En el caso de B. japonicourn USDA 110, la isla simbiética tiene un
tamafio de 681 kb y porta un grupo de genes simbiéticos con bajo contenido en GC. Junto
a la isla simbidtica se encuentran 14 pequenas islas gendmicas (4-97 kb) (Kaneko et al.,
2002), que son regiones de ADN adquiridas horizontalmente que normalmente se
insertan en las inmediaciones de los genes de ARNt en el cromosoma y estan
flanqueadas por secuencias directas repetidas (Dobrindt et al., 2004). Las islas genémicas
presentan frecuentemente un contenido en GC distinto al del resto del cromosoma y
albergan varios genes que codifican proteinas implicadas en patogenicidad, degradaciéon
de compuestos xenobidticos, absorcion de hierro, resistencia a antibiéticos, metabolismo

secundario o simbiosis (Dobrindt et al., 2004).

Otras caracteristicas de los rizobios que también pueden tener implicaciéon
simbidtica son: el metabolismo del carbono y del nitré6geno (Kahn et al., 1998; Kaminski
et al., 1998), las caracteristicas de la superficie celular (Brewin 1998; Kannenberg et al.,
1998), el mecanismo de quorum sensing (QS), la secrecién de efectores (Finnie et al., 1997;
Finnie et al., 1998; Viprey et al., 1998; York y Walker, 1997) y los sistemas de absorcién
especializados (Kahn, 1998; Lugtenberg, 1998; Willis y Walker, 1999), entre otros. En
relacién al reconocimiento especializado entre los rizobios y las plantas hospedadoras,
son importantes los componentes estructurales de la superficie celular de los rizobios y

la regulaciéon de la produccién de los mismos. Moléculas como los polisacaridos



capsulares o KPS, que se unen normalmente a la membrana externa (Rodriguez-Navarro
et al., 2007); los glucanos ciclicos (Breedveld y Miller, 1998; Rodriguez-Navarro et al.,
2007) que se encuentran principalmente en el espacio periplasmico o bien liberados al
medio de cultivo en cultivo in vitro; los lipopolisacaridos [LPS (Becker y Piihler, 1998)],
componentes estructurales de la membrana externa (Rodriguez-Navarro ef al., 2007) y
los polisacaridos extracelulares [EPS (Becker y Ptihller, 1998)], débilmente asociados con
la membrana externa o totalmente liberados al medio extracelular (Rodriguez-Navarro
et al., 2007). Todos ellos son de enorme importancia, como demuestra el reciente
descubrimiento en Lotus japonicus, donde un receptor especifico que reconoce el EPS de
bacterias compatibles e incompatibles y que controla la entrada de la bacteria a través de

la pared celular de las células epidérmicas de la planta (Kawaharada et al., 2015).

La necesidad de determinados polisacaridos superficiales para el establecimiento
de la simbiosis depende de la especie del rizobio. Se ha visto que cepas de E. meliloti que
producen tnicamente EPS o KPS, son efectivas en la simbiosis con alfalfa (Pellock et al.,
2000). Sin embargo, en Ensifer fredii HH103 EPS y KPS no son equivalentes, el KPS es de
crucial importancia para su capacidad simbiética, pero no asi el EPS, ya que mutantes
de esta estirpe en genes rkp estan afectados simbioticamente, produzcan o no EPS,

(Paradas et al., 2006).

Las plantas han desarrollado varios mecanismos de defensa contra las
infecciones bacterianas como son la produccién de compuestos antimicrobianos,
fitoalexinas y especies reactivas de oxigeno (ROS) (Matamoros et al., 2003; D'Haeze y
Holsters, 2004). Esto ha llevado a que, tanto patégenos de plantas como simbiontes
posean diversas estrategias para evadir los sistemas de defensa de las plantas y
protegerse de ellos; entre esas estrategias, los polisacaridos superficiales de los rizobios
tienen una funcién protectora primordial (D'Haeze y Holsters, 2004). De hecho, cambios
en la estructura de los polisacaridos superficiales, generalmente resultan en un aumento
de la sensibilidad frente a los compuestos antimicrobianos. Un ejemplo es el EPS I de
bajo peso molecular de E. meliloti cuya funcién como supresor de la respuesta de la
planta es muy importante en la simbiosis con Medicago sativa (Niehaus et al., 1996).
Ademas, el EPS de los rizobios tiene un papel muy importante en la formacién de biofilm,

al igual que ocurre en otras bacterias, siendo el mayor componente de la matriz, lo cual
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aporta una barrera fisica contra la difusion de productos téxicos y proteccion contra
diferentes tipos de estrés medioambiental (Rinaudi y Giordano, 2010).

Por otro lado, se ha descrito que muchos rizobios con mutaciones en el LPS son
deficientes en simbiosis porque probablemente inducen una mayor respuesta defensiva
por parte del hospedador y/o porque son més sensibles a los sistemas de defensa de la
planta. El patrén de 4cidos grasos del lipido A del LPS, parece tener un papel crucial
suprimiendo la produccién de ROS en la planta (Scheidle et al., 2005; Tellstrom et al.,
2007), ademas parece reducir la expresion en la planta de genes implicados en la
respuesta de defensa como la fenil alanina amonio liasa (Tellstrom et al., 2007).

En este contexto, cabe destacar que la simbiosis rizobio-leguminosa, ademas del aporte
de nitrégeno a la planta hospedadora, promueve la activacion de los mecanismos de
resistencia frente a patégenos por la via Resistencia Sistémica Inducida (ISR), como se ha
visto en plantas de arroz inoculadas con Rhizobium lequminosarum biovariedad trifolii
cuya producciéon de compuestos fendlicos se ve incrementada, resultando en una
respuesta ISR bajo condiciones de estrés por patoégenos (Mishra et al., 2006). Otro caso ha

mostrado



INTRODUCCION

que el LPS de R. etli produce ISR que protege a las raices de la patata frente a las

infecciones por nematodos, (Carlson et al., 2010).

Ambiente extracelular

KPS LPS ' Porina

Figura 4. Esquema de la superficie celular de los rizobios, mostrando la posicién de los
polisacéridos de superficie que podrian estar implicados en la unién del rizobio con la raiz de la
leguminosa hospedadora. ME: Membrana externa, EP: espacio periplasmico, PG: capa de
peptidoglicano, EPS: exopolisacarido, GC: glucanos ciclicos, FL: fosfolipidos, MP: proteina de
membrana, KPS: polisacarido capsular, LPS: lipopolisacarido. (Rodriguez-Navarro et al., 2007).

3.3 Quorum sensing (QS)

Muchas bacterias regulan su expresiéon génica en respuesta a cambios en la
densidad de poblacién en un proceso llamado quorum sensing, el cual estd mediado por
pequenas moléculas sefial difusibles llamadas autoinductores (Al) (Fuqua et al., 1994;
Miller y Bassler, 2001). Los genes regulados por QS estan implicados en cambios
adaptativos en la fisiologia de las poblaciones bacterianas, adaptando y modificando su
comportamiento cuando se alcanza una cierta densidad celular. En bacterias Gram
negativas, los principales Al se han identificado como N-acil-homoserina lactona (AHL),

y su produccion se ha detectado en bacterias asociadas a plantas pertenecientes a los
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géneros Agrobacterium, Rhizobium, Ensifer, Pantoea, Erwinia, Pseudomonas y Xantomonas
(Cha et al., 1998), entre otros. Los genes controlados por QS, modulan una amplia
variedad de fenotipos, virulencia, transferencia de plasmidos, produccién de toxinas,
inhibicion del crecimiento, adaptaciéon a la fase estacionaria, formaciéon de biofilm,
produccién deEPS, movilidad, eficiencia en la nodulacién, desarrollo del simbiosoma y
fijaciéon de nitrégeno, los cuales son esenciales para un establecimiento exitoso de la
simbiosis o para la relaciéon patogénica con hospedadores eucariotas (Pérez-Montafio et
al., 2011 y 2013).

Los rizobios se han descrito como formadoras de microcolonias o biofilm, la formaciéon
de biofilm es un proceso altamente regulado en el cual los componentes de la superficie
bacteriana, especialmente EPS, flagelos y LPS en combinacién con la presencia de sefiales
bacterianas de QS, juegan un papel esencial (Rinaudi y Giordano, 2010). La estructura
tridimensional del biofilm se debe a una matriz extracelular que estd formada por EPS
(Sutherland, 2001) y factores Nod en el caso de E. meliloti (Fujishige et al., 2008). La
formacion de biofilm permite a las bacterias del suelo colonizar los habitas de alrededor,
y sobrevivir a los tipos de estrés mas comunes, como la desecacién y la limitacién de

nutrientes, (Pérez-Montafio et al., 2013).

A lo largo de la evolucién las bacterias han ido adquiriendo capacidades que les
han permitido adaptarse a las condiciones ambientales desfavorables. Entre estas
capacidades se encuentra la movilidad, que les confiere mayor eficacia en obtencion de
nutrientes, acceder a mejores nichos, evitar el efecto de sustancias téxicas o una mejor
dispersion bacteriana en el medio ambiente.

Dependiendo de las propiedades hidrofilicas del medio, se ha descrito que las bacterias
pueden emplear al menos seis tipos distintos de movilidad. En medios liquidos las
bacterias emplean la movilidad tipo swimming y sobre superficies sélidas o semi-sélidas
se dan los siguientes tipos: swarming, sliding, twitching, gliding y el recientemente descrito
surfing. (Figuras 5y 6). El swimming es un movimiento dependiente de flagelos, se da en
medios acuosos y en superficies que presentan un fluido denso sobre ellas y se
caracteriza por un patrén de movimiento bacteriano desorganizado. El swarming es un

tipo de translocacién bacteriana dependiente de flagelos y se caracteriza por el
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movimiento rapido y coordinado de toda una poblacion sobre una superficie. Sin
embargo, el sliding, es un movimiento independiente de flagelos que se produce por la
expansion de una colonia en crecimiento y la reduccién de tensiones superficiales debido
a la excrecion de agentes surfactantes. Por otro lado, el twitching es un tipo de movilidad
sobre superficies presentado por células individuales que tiene lugar debido a la
extension y retraccién de pili tipo IV. Por dltimo, el gliding no requiere la presencia de
flagelos o pili pero implica componentes de adhesion focal, estos componentes anclan la
bacteria al substrato y posiblemente actian como motor, (Kearns, 2010). Recientemente
se ha descrito un nuevo tipo de movilidad en superficie en E. meliloti, 1a movilidad tipo
surfing, (Dilanji et al., 2014) de la que con algunas diferencias ya se hablé en Pseudomonas
aeruginosa (Yeung et al., 2012) y que se caracteriza por una acumulacién de EPSII en la
colonia, lo que provoca la entrada de agua desde el agar del medio de cultivo para
regular el equilibrio osmético y las bacterias se deslizan sobre la superficie del agua que

entra en la colonia, produciéndose asi la expansion de la misma.

Swarming
Temprano

colonia \ células

Swimming Flagelo
———
e~ e —
Flagelo
Twitching
3 ———
" Retraccion del Pili
Gliding e e ———
* Complejos de adhesion focal
Sliding
Expansién por crecimiento
Figura 5. Tipos de movilidades Figura 6. Movilidad tipo surfing. Figura
bacterianas: swarming, swimming, adaptada de Dilanji ef al. (2014)

twitching, gliding y sliding. Figura
modificada de Kearns (2010).

3.5 Sistemas de secreciéon

Como se ha mencionado, para formar nédulos funcionales, los rizobios utilizan

un amplio panel de herramientas moleculares, incluidos los sistemas de secrecién
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especializados, (Deakin y Broughton, 2009; Fauvart y Michiels, 2008). Los sistemas de
secrecion de tipo III, IV y VI se conocen en bacterias patégenas por su funcion de
transporte de efectores y proteinas, por su efecto en la especificidad de hospedador y su

funcién como determinantes del nimero de nédulos en las leguminosas en general.

El complejo del Sistema de Secreciéon de tipo III (T3SS) atraviesa la membrana
externa, asi como las membranas del hospedador y permite el transporte de proteinas
desde la bacteria al interior de la célula vegetal. La influencia del T3SS en la nodulacién
puede variar desde positiva, aumentando la nodulacién, a negativa, donde la
nodulaciéon se reduce (Nelson y Sadowsky, 2015). En E. fredii NGR234, el T3SS tiene
ambos efectos sobre leguminosas diferentes e incluso puede tener un fenotipo neutro en
el que la nodulacién no se ve afectada, como ocurre por ejemplo en Vigna unguiculata
(Viprey et al., 1998; Skorpil et al., 2005; Kambara ef al., 2009). La secuenciacién de otros
genomas rizobianos y la identificaciéon de los genes de la regioén tts en otras estirpes,
como HH103 y USDA257 de E. fredii, B. japonicum USDA110 y M. loti MAFF303099 (de
Lyra et al., 2006; Hubber et al., 2004; Kaneko et al., 2000; Krause et al., 2002; Krishnan et
al., 2003), han permitido estudiar el efecto del T3SS en la simbiosis con sus
respectivas leguminosas hospedadoras y, al igual que ocurria conla estirpe NGR234,
la inactivacion del T3SS afecta ala simbiosis dependiendo de la planta hospedadora.
En el caso concreto de la simbiosis E. fredii HH103-soja, la inactivacion del sistema de
secrecion de T3SS afecta negativamente al establecimiento de la misma en los estadios
tempranos del proceso, lo cual esta asociado con la reduccién de la expresion de los
genes de nodulacién temprana. Este fenotipo simbiético podria ser consecuencia de que
la bacteria desencadene la respuesta de defensa asociada a la producciéon de acido
salicilico y la deficiencia del mutante en el T3SS para suprimir dicha respuesta (Jiménez-
Guerrero et al., 2015).

Estos resultados parecen indicar que el T3SS en los rizobios esta involucrado en el rango

de hospedador de la bacteria y en la eficiencia de la nodulacién (Yang et al., 2010).

El Sistema de Secrecion de tipo IV (T4SS) es funcionalmente similar al T3SS y
también estd implicado en la secreciéon de proteinas, pero con un origen diferente en la

evolucién. El T4SS se divide, generalmente, en tres familias basadas en la funcién:
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conjugacién, importacién y exportacion de ADN vy traslocacion de proteinas (Cascales y
Christie, 2003). Un T4SS funcional sélo se ha identificado en tres especies diferentes, M.

loti R7, E. meliloti KH35c y Ensifer medicae M2 (Nelson y Sadowsky, 2015). De forma

similar al T3SS, el T4SS puede tener un efecto positivo o negativo en simbiosis.

El Sistema de Secrecion de tipo VI (T6SS) esta entre los tltimos sistemas de
secrecion investigados implicado en la secrecién de proteinas. El T6SS se conoce por
tener diferentes subfamilias, pero las subfamilias y sus funciones atin no estdn bien
definidas. Las secuencias que codifican el T6SS se ha encontrado en varias especies de
rizobios: R. lequminosarum, B. japonicum, M. loti, Ensifer saheli y E. fredii (Bladergroen et
al., 2003; Bingle et al., 2008; Sugawara et al., 2013). Sin embargo, un T6SS funcional con
efecto en la simbiosis sélo se ha visto en R. lequminosarum; donde produce un efecto

negativo en la simbiosis, al impedir la nodulacién en Pisum sativum cv. Rondo

(Bladergroen et al., 2003).

Los factores Nod consisten en un esqueleto oligosacaridico de uniones -1,4 de
N-acetil-D-glucosamina donde el extremo no reductor esta N-acilado con un acido graso
(Figura 7A) exceptuando el producido por E. fredii USDA 191, que estd formado por un
pentamero con una glucosa insertada en el centro del esqueleto de oligosacaridico
(Figura 8) (Bec-Ferté et al., 1996). Debido al parecido de este esqueleto con un fragmento
de quitina, los factores Nod también reciben el nombre de lipo-quitin-oligosacaridos
(LCO). La estructura del principal LCO producido por E. meliloti se muestra en la Figura
7B. Todos los rizobios parecen producir una mezcla compleja de especies de LCO.

Las diferencias en la estructura ocurren como resultado de las siguientes variaciones:
(i) Variaciéon en el nimero de unidades de N-acetil-D-glucosamina. Los LCO
normalmente varian en longitud, estando constituidos por entre tres y seis unidades; sin
embargo, se ha descrito una estirpe de M. loti que produce un tipo de LCO dimérico
(Olsthoorn et al., 1998).

(ii) La presencia o ausencia de sustituyentes especificos de estirpe. En términos de
numero de sustituyentes, se pueden distinguir estirpes bacterianas que producen LCO

con s6lo unas pocas modificaciones, como cepas de R. leguminosarum bv. viciae que
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contienen un sustituyente acetilo en posicién R4 o muchas modificaciones como E. fredii
NGR234.

(iif) Variaciones en la estructura de la mitad N-acilada con un acido graso. Los LCO
pueden contener uno de entre una amplia variedad de grupos acilos grasos que también
son comunes en los fosfolipidos. Se piensa, que la ratio de los tipos comunes de
sustituyentes acilos refleja la composiciéon del conjunto de acilos grasos que estan
presentes como componentes de los fosfolipidos.

(iv) La presencia o ausencia de acilos a o f-insaturados. Estos pueden estar presentes en
los LCO producidos por E. meliloti, R. lequminosarum biovariedades viciae y trifolii,
Rhizobium galegae y Mesorhizobium huakuii. La abundancia relativa de LCO que contengan
un acilo especial (en comparacién con los acilos comunes) en las mezclas producidas
varia considerablemente en las diferentes cepas estudiadas (Lerouge et al., 1990; Spaink

et al., 1995; Spaink et al., 1991; Yang et al., 1999).
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Figura 7. Estructura de los factores Nod. A, LCO genérica mostrando los sitios de sustitucién, n
es generalmente 1 6 2, lo cual conduce a LCO tetrdmeros o pentameros. B, Estructura del principal
LCO producido por E. meliloti NodSm-1V (C16:2A2EA9Z, Ac, S). Ac: acetilo, S: sulfato. (Lerouge
et al., 1990; Truchet et al., 1991). (Cough y Cullimore, 2011).
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Figura 8. Estructura del LCO producido por E. fredii USDA 191. Estructura completa NodRf-V-
Glc(Cisa, MeFuc), MeFuc: metil fucosa. (Bec-Ferté et al., 1996).

Las proteinas que juegan un papel en la biosintesis de la LCO estan codificadas
por los genes nod, nol y noe. Para algunas de estas proteinas, los analisis bioquimicos han
dilucidado sus actuaciones en la ruta biosintética que dirige a la produccién de LCO,
incluyendo algunas modificaciones especificas de estirpe (Downie, 1998; Kamst et al.,
1998; Spaink, 1996). Las proteinas NodC, NodB y NodA tienen su funcién en la
biosintesis del esqueleto de los LCO por su actividad como quitin oligosacarido sintasa,
quitin oligosacédrido deacetilasa y acil transferasa respectivamente (Atkinson et al., 1994;
Geremia et al., 1994; John et al., 1993; Rohrig et al., 1994; Spaink et al., 1994). Las funciones
de las proteinas NodC y NodA se conocen por ser especificas en varias especies de
rizobio. En particular, las proteinas NodC de E. meliloti, M. loti y R. lequminosarum son
diferentes en la longitud media de la cadena oligosacaridica que producen (Kamst et al.,
1997; Roche et al., 1996) y las proteinas NodA de R. leguminosarum y E. meliloti estan
especializadas en la transferencia de acilos a, B-insaturados (Geiger et al., 1998; Ritsema
et al., 1996; Roche et al., 1996). La cadena acilada es sintetizada por las proteinas NodE y
NodF, la O-sulfatacion ocurre por NodH, NodP y NodQ y la O-acetilacion la lleva a cabo
NodL.

Los LCO, tras el cultivo de los rizobios en medios adecuados a los que se anade
el flavonoide especifico, se secretan al medio de cultivo, de donde se pueden aislar para
su analisis quimico. Esto indica la existencia de mecanismos de secrecién (Spaink, 1996).
Debido a que los LCO son moléculas mayoritariamente hidrofébicas, podrian estar
presentes en el medio como formas multiméricas o estar unidos a compuestos
transportadores como los glucanos ciclicos extracelulares o una de las muchas proteinas
rizobianas secretadas (Becker et al., 1997; Finnie et al., 1997; Viprey et al., 1998). Los genes
nodl y nod] que son miembros de la familia de proteinas de transporte de tipo I (Downie,
1998), juegan un papel en la secreciéon de los LCO. Sin embargo, en mutantes por
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delecién de los genes nodl y nod], se han encontrado cantidades sustanciales de LCO
secretadas en el medio (Cardenas et al., 1996; Ferndndez-Loépez et al., 1996; Spaink et al.,
1995), indicando que quedan otros mecanismos de transporte operativos. Debido a que
es poco probable que los LCO sean capaces de atravesar la doble membrana por un
sistema flip-flop (Goedhart et al., 1999) los mecanismos de transporte alternativo estan,
probablemente, mediados por proteinas. Los candidatos son los sistemas proteicos de
transporte ABC (ATP Binding Cassette) relacionados con NodI y Nod]J, o las proteinas
de la bomba de eflujo de tipo RND (Resistance Nodulation and Cell Division), como
NolF y NolG, los cuales se encuentran en E. meliloti (Baev et al., 1991; Saier et al., 1994).

E. meliloti forma nédulos simbiéticos fijadores de N> en especies del género
Medicago, como Medicago. truncatulay M. sativa. La expresion de los genes de nodulacion
y de los de fijacion de N> estd regulada de manera positiva y negativa para una
nodulaciéon 6ptima y un metabolismo eficiente de la planta en presencia del nitrégeno
tijado (Kondorosi et al., 1989; Loh y Stacey, 2003). La regulacién transcripcional positiva
estd mediada por el producto de los genes nodD y syrM (Long, 1996). La proteina NodD
se activa por flavonoides especificos e interacttia con las nod box (secuencias conservadas
situadas en regiones promotoras) que se encuentran corriente arriba de los genes de
nodulacion comunes, de los especificos de hospedador y de los especificos de genotipo
para inducir su expresiéon (Loh y Stacey, 2003; Sadowsky et al., 1991). En E. meliloti, la
regulacion negativa estd mediada por una proteina represora codificada por el gen nolR;
este gen fue identificado primero en E. meliloti AK631 como un regulador transcripcional
negativo de los principales genes biosintéticos de los factores Nod (10dABC) (Kondorosi
et al., 1989; 1991). La proteina NolR se une a la regién promotora solapante de los genes
nodD1y nodA, enla zona de union de la ARN polimerasa (Cren et al., 1995). Mutantes de
E. meliloti AK631 que carecen del gen nolR sobreproducen factores Nod que carecen de
la decoracién correcta, esto determina una menor eficiencia del inicio de la nodulacién
en alfalfa (M. sativa) (Kondorosi et al., 1989). Ademas, los andlisis de proteémica indican
que la proteina NolR probablemente regula la expresiéon de otros genes (Chen et al.,

2005).
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Desde el afio 2000 se han producido cambios en la taxonomia de todas las
bacterias, ya que a partir de entonces el gen que codifica el ARNr 16S ha sido el gen
obligatorio para la descripcion de las especies bacterianas. Aunque la nodulacién con las
leguminosas no se excluyé como criterio en la taxonomia de los rizobios, pasé a ser
secundario en la descripcién de especies. Esto supuso un cambio revolucionario ya que
la identificacion de estas bacterias era posible independientemente de la planta de
aislamiento. Aunque la clasificacion actual de las bacterias sigue basandose en la
secuencia del gen que codifica el ARNr 16S, éste tiene limitaciones para diferenciar
especies altamente relacionadas (Valverde et al., 2006; Ramirez-Bahena et al., 2008). Por
este motivo, se han propuesto varios genes metabdlicos (housekeeping) en los diferentes
grupos de bacterias (Maiden, 2006). En los rizobios, los dos primeros genes analizados
fueron recA y atpD (Gaunt et al., 2001) ademas, se han incluido otros como glnll y rpoB.
Actualmente, estos genes se han secuenciado en muchas especies, demostrandose su
utilidad en la diferenciacién de especies cuyo gen ARNr 16S es practicamente idéntico
(Valverde et al., 2006; Ramirez-Bahena et al., 2008).

Por esta razén, en las descripciones de nuevas especies de los rizobios se ha incluido el
analisis de, al menos, dos genes housekeeping para conocer la relaciéon entre especies
cercanas, antes de realizar experimentos de hibridacion ADN-ADN (Rivas et al., 2009).

Ademas de los genes housekeeping, otros genes auxiliares o accesorios implicados en la
simbiosis rizobio-leguminosa también se han incluido en la descripcién de especies de
rizobio (Silva et al., 2005; Vinuesa et al., 2005b). Los genes simbidticos més estudiados
son nodD, nodA, nodC y nifH (Laguerre et al., 2001; Silva et al., 2005; Stepkowski et al.,
2007; Laranjo et al., 2008; Steenkamp et al., 2008; Zhao et al., 2008; Estrella et al., 2009). No
obstante, los genes simbiéticos no son ttiles en taxonomia debido a su capacidad para
transferirse horizontalmente en la naturaleza (Mergaert et al., 1997; Finan, 2002), desde
plasmidos a islas (Nakatsukasa et al., 2008), desde bacterias a plantas (Broothaerts et al.,
2005) y entre bacterias (Rogel et al., 2001). Sin embargo, los genes de nodulacién son muy
utiles para definir biovariedades dentro de las especies de rizobios (Rivas et al., 2007;

Villegas et al., 2006; Mnasri et al., 2007; Le6én-Barrios et al., 2009).
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Actualmente el género Rhizobium contiene 86 especies, 18 el género Ensifer y 32
del género Mesorhizobium, frente a las 27 de Bradyrhizobium. Ademas, los géneros
Allorhizobium 'y Azorhizobium cuentan con 1 y 3 especies respectivamente,

(http:/ /www.bacterio.net/)

En diversas especies bacterianas se han descrito biovariedades (variantes
biologicas) que ponen de manifiesto diferencias bioquimicas y caracteristicas
enzimaticas dentro de una especie. Una biovariedad (bv.) representa un grupo de cepas
de bacterias distinguibles de otras cepas de la misma especie en base a caracteristicas
fisiologicas o bioquimicas. Las biovariedades se conocian formalmente como biotipos.
En los rizobios, las biovariedades se han usado para distinguir diferentes subgrupos
simbibticos dentro de una tnica especie, aunque especies diferentes pueden compartir
la misma biovariedad, debido a la transferencia lateral de informacién simbiética (Rogel
et al., 2011). Las biovariedades se describieron primero en R. leguminosarum (Jordan,
1984), ejemplos de ellas son la bv. viciae, que nodula guisante y las biovariedades trifolii
y phaseoli que nodulan trébol y judia, respectivamente, considerando que hay una tinica
especie bacteriana (un fondo cromosémico comun), que alternativamente puede
contener plasmidos simbidticos con diferentes especificidades. Desde entonces las
biovariedades se han identificado en otros géneros de los rizobios como Ensifer,
Mesorhizobium y Bradyrhizobium (Amarger et al., 1997; Ba et al., 2002; Lorquin et al., 1997;
Mnasri et al., 2007; Radeva et al., 2001; Rincon-Rosales et al., 2009; Silva et al., 2005;
Villegas et al., 2006; Vinuesa et al., 2005a; Wang et al., 1999).

Rogel et al. (2011) sugirieron que el término simbiovariedad (sv.) podria usarse
de forma similar en base a las capacidades simbitticas de un grupo de cepas con las
plantas hospedadoras, distinguiéndose por tener diferente rango de hospedador y
apoyado por la secuencia de los genes simbiéticos. Para la mayoria de las bacterias, la
nocion biovariedad esta ligada a variedad biolégica. En el caso de la simbiovariedad, se
considera que la planta hospedadora es la fuente de variabilidad, infiriendo que podria
usarse bien el término biovariedad o simbiovariedad, aunque el término simbiovariedad

es mds preciso y certero teniendo en cuenta que se refiere a propiedades simbiéticas.
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El intercambio de genes simbidticos entre varios fondos genéticos via
transferencia horizontal se conoce desde hace mucho tiempo (Pérez-Mendoza et al., 2005;
Sullivan y Ronson, 1998). La adquisicion de nuevas capacidades simbidticas por
transferencia lateral de elementos simbidticos méviles ha sido la razén por la que
normalmente se explicaban las incongruencias entre las filogenias de los genes
cromosOmicos y simbidticos, ya que esta documentado que las filogenias basadas en los
genes de nodulacién (nod) generalmente no son congruentes con aquellas que se basan
en el gen que codifica el ARNr 16S, pero muestran correlacién con el rango de
hospedador (Dover et al., 1994; Haukka et al., 1998; Laguerre et al., 2001; Ueda et al., 1995;
Vinuesa et al., 2005a; Ledn-Barrios et al., 2009). Sin embargo, los genes simbiéticos,
implicados en las propiedades simbidticas, son excelentes marcadores para una
caracterizacién completa de los rizobios. Genes comunes de nodulacién como nodABC o
genes de nitrogenasa como nifHDK, han sido ttiles en el estudio de las interacciones
planta hospedador (Kaijalainen y Lindstrom, 1989; Laguerre et al., 2001, Meade et al.,
1982; Villegas et al., 2006).

Dentro de las especies del género Ensifer, E. meliloti es la mejor estudiada en
cuanto a los mecanismos moleculares implicados en la nodulaciéon. Se sabe de su
capacidad para nodular alfalfa, pero también forma nédulos en los géneros Trigonella y
Melilotus.

Dentro de esta especie se han descrito hasta la fecha siete simbiovariedades: meliloti
(Villegas et al., 2006), acaciae (Ba et al., 2002), medicaginis (Villegas et al., 2006),
mediterranense (Mnasri et al., 2007), ciceri (Maatallah et al., 2002), lancerottense (Le6n-
Barrios et al., 2009) y, mas recientemente, rigiduloides (Gubry-Rangin et al., 2013).

Los aislamientos de Medicago laciniata, que también nodulan Medicago sauvagei pero no
M. truncatula, se clasificaron como E. meliloti por las caracteristicas cromosémicas, como
el gen ARNr 16S y la hibridacion ADN-ADN, pero tienen diferente rango de
hospedador, la secuencia de nodA y el patrén RFLP (polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restricciéon) de los genes nifDK justifican su pertenencia a la sv.
medicaginis. En el caso de la sv. lancerottense, se distingue por tener un genotipo

simbidtico propio y nodular de forma efectiva Lotus lancerottense (Leén-Barrios et al.,
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2009); ésta es la primera vez que se describié que E. meliloti nodule el género Lotus,
ademas, las estirpes de esta simbiovariedad se caracterizan por no nodular Medicago.

En la filogenia basada en el gen nodC, las simbiovariedades lancerottense,
mediterranense y ciceri se encuentran en el mismo clado que E. fredii, divergiendo de las
otras tres simbiovariedades de E. meliloti (sv. rigiduloides, sv. medicaginis, sv. meliloti)
que se agruparon en un clado consistente junto con E. medicae. Miembros de este altimo
clado comparten la capacidad de nodular algunas especies de Medicago (Gubry-Rangin
et al., 2013). En cambio, en la filogenia que emplea el gen nodA, la sv. mediterranense
(eficiente con plantas de Phaseolus vulgaris) se encuentra dentro del mismo clado que las

simbiovariedades que nodulan en Medicago, lejos de E. fredii.

La discrepancia entre las filogenias simbidticas sugiere que, mas que transferirse
el claster simbidtico entero, las diferentes simbiovariedades se han formado por la
adquisicién de un subgrupo de genes de nodulacién. Bien la transferencia de un tinico
gen de nodulacion o bien la transferencia de cltsteres simbiéticos enteros, seguidos de
la pérdida de varios genes transferidos, en beneficio de otros presentes en la cepa
receptora, podrian explicar la emergencia de diferentes simbiovariedades en E. meliloti.
Reforzando este punto de vista, se ha demostrado que la modificacién de un tinico locus
puede controlar un cambio drastico en la especificidad simbi6tica, como es el caso de la
especificidad de E. meliloti sv. medicaginis por M. laciniata, que depende del

polimorfismo de un tnico gen, nodC (Barran et al., 2002).

La idea de un puzle de alelos (de las cepas donadoras y receptoras) también
apoya la filogenia segtin nifH. La nitrogenasa es codificada por un grupo de genes que
estan localizados junto a los genes de nodulacién. Sin embargo, la transferencia lateral
de genes de nodulacién podria no implicar a los genes de fijacion de Ny, especialmente
cuando estos genes estdn ya presentes en las cepas receptoras y podrian entonces estar
ya adaptados a su fondo genético. La filogenia obtenida con nifH sigue esta idea y
muestra una topologia diferente de la de los genes de nodulacién. Por ejemplo, las
estirpes de la sv. ciceri que se agrupaban con E. fredii y las otras simbiovariedades en el
arbol de nodC, se encuentra dentro del clado principal de E. meliloti en la filogenia con

nifH (Gubry-Rangin et al., 2013).
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El proceso de la fijaciéon simbiética del N2 estd fuertemente influido por el estado
tisiol6gico de la planta hospedadora. Por ello, una cepa de rizobio persistente y
competitiva no desarrolla su capacidad real de fijacion de Nasi existen factores limitantes
como, por ejemplo, salinidad, pH desfavorable, deficiencia de nutrientes, toxicidad por
minerales, temperaturas extremas, humedad excesiva o deficiente, fotosintesis
insuficiente, enfermedades de la planta o pastoreo, todo lo cual supone limitaciones en
el desarrollo de la planta hospedadora (Brockwell et al., 1995; People et al., 1995; Thies et
al., 1995). Entre los factores estresantes también se encuentra la presencia de los metales
pesados y biocidas (Walsh, 1995). Un estrés concreto puede incluso tener mas de un
efecto, por ejemplo, la salinidad puede actuar como estrés hidrico, lo cual afecta a la tasa

fotosintética y puede afectar directamente al metabolismo del nédulo.

La salinidad es un serio problema para la agricultura en las regiones aridas o
semiaridas (Rao y Sharma, 1995). Casi el 40% de la superficie terrestre se puede calificar
como potencialmente salina (Cordovilla et al., 1994) y la mayoria de estas dreas estan
confinadas en los trépicos y en las regiones Mediterraneas. El aumento de la salinidad
da lugar a una disminucién de la productividad del cultivo y ocasiona grandes cambios
en el patron de crecimiento de las plantas (Cordovilla et al., 1994). Ademas, el incremento
de la concentracién de sal puede tener un efecto perjudicial sobre las poblaciones
microbianas del suelo como resultado de la toxicidad directa, asi como por el estrés
osmotico (Tate, 1995). La infertilidad del suelo en las zonas aridas se debe, a veces, a la
presencia de grandes cantidades de sal y la introduccion de plantas capaces de vivir en
estas condiciones (plantas tolerantes a la sal) estd siendo investigada para atenuar el

problema (fitorremedicacion).

La tolerancia a la sal en las plantas es un fenémeno complejo que implica cambios
morfolégicos y de desarrollo, asi como fisiolégicos y bioquimicos. Por otro lado, existe
variabilidad en la tolerancia a la sal entre las diferentes leguminosas (Zahran, 1991 a 'y
b). Algunas leguminosas, como por ejemplo, Vicia faba, Phaseolus. vulgaris y Glycine max,

son mas tolerantes a la sal que otras, como P. sativum, Prosopis (Fagg y Stewart, 1994) y
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M. sativa (Abdel-Wahab y Zahran, 1983). Las plantas tolerantes a la sal lo son en menor
medida que sus correspondientes rizobios ya que, normalmente, la simbiosis y la
formacion del nédulo son mas sensibles a la sal o al estrés osmético que el rizobio en si
(ElI-Shinnawi et al., 1989; Velagaleti et al., 1990; Zahran, 1991 b; Zahran y Sprent, 1986).
Se sabe que la sal inhibe tanto los pasos iniciales de la simbiosis (el desarrollo de los pelos
radicales, la colonizacién bacteriana y la curvatura del pelo radical) como la posterior
tijaciéon de N atribuyéndose esto taltimo, normalmente, a la reduccién de la respiraciéon
en los nédulos (Delgado et al., 1994; Ikeda et al., 1992; Walsh, 1995), y a una disminucién
de la produccién de proteinas en el citosol, especificamente, leghemoglobina (Delgado
et al., 1993 y 1994). Aunque, también puede deberse a la distorsion de la estructura del
nédulo (Sprent y Zahran, 1988; Zahran, 1986; Zahran y Abu-Gharbia, 1995) y a la
reduccioén de la tasa fotosintética (Georgiev y Atkias, 1993). Todo esto implica que se vea

afectado el peso seco y el contenido en nitrégeno en la parte aérea (Cordovilla et al.,

1995).

Bacterias de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium son mas tolerantes a la sal
que su leguminosa hospedadora, aunque presentan una marcada variaciéon en dicha
tolerancia. El crecimiento de algunos rizobios se ve inhibido por una concentracion de
NaCl de 100 mM (Yelton et al., 1983), mientras que otros rizobios como E. meliloti son
tolerantes a concentraciones entre 300 y 700 mM de NaCl (Embalomatis et al., 1994;
Helemish et al., 1991; Mohammad et al., 1991; Sauvage et al., 1983) y R. lequminosarum se
ha visto que es tolerante a concentraciones de NaCl de més de 350 mM (Abdel-Wahab y
Zahran, 1979; Breedveld et al., 1991).

Muchas especies de bacterias se adaptan a las condiciones de salinidad por la
acumulaciéon intracelular de solutos orgénicos de bajo peso molecular llamados
osmolitos (Csonka y Hanson, 1991). La funcion de éstos es contrarrestar el efecto de
deshidratacion de la baja actividad del agua en el medio, sin interferir con la estructura
macromolecular o la funcién (Smith et al., 1994 a). Los rizobios utilizan este sistema de
adaptacion osmética (Smith et al., 1994 a y b; Zahran et al., 1997), acumulando moléculas
como: glutamato (Botsford y Lewis, 1990; Jian et al., 1993; LeRudulier y Bernard, 1986),
trehalosa (El-Sheikh y Wood, 1990; Hoelzle y Streeter, 1990), sacarosa, ectoina (Graham,
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1992) y glicina-betaina (LeRudulier y Bernard, 1986; Sauvage et al., 1983; Smith et al.,
1988). Las poliaminas pueden funcionar para mantener el pH intracelular y reparar el
desbalance i6nico causado por estrés osmoético, ademas este estrés resulta en la
formacion de proteinas especificas en bacterias, como las proteinas de choque osmético

que se han encontrado en células de rizobio.

La acidez del suelo también es un problema significativo de cara a la producciéon
agricola en muchas areas del mundo y limita la produccién de las leguminosas.
(Botsford, 1990; Clarke et al., 1993; Correa y Barneix, 1997; Graham, 1992). La mayoria de
las leguminosas requieren suelos neutros o ligeramente acidos, especialmente si
dependen de la fijacién bioldgica de N> (Bordeleau y Prevost, 1994; Brockwell et al., 1991).
Tanto las leguminosas, como sus rizobios exhiben respuestas variadas a la acidez:
algunas especies, como la alfalfa, son extremadamente sensibles, mientras que otras,
como Lotus tenuis, toleran pH relativamente bajos (Correa y Barneix, 1997). La acidez del
suelo detiene la fijacién simbiética del N2 en suelos tropicales y templados, limitando la
supervivencia de los rizobios y reduciendo la nodulaciéon (Brockwell et al., 1991; Graham
et al., 1982; Ibekwe et al., 1997). Se han identificado rizobios con alta tolerancia a la acidez
(Graham et al., 1982), estas cepas normalmente actian mejor en suelos acidos en el
campo, aunque no siempre es asi (Graham et al., 1994), E. meliloti es muy sensible al estrés
por acidez (Brockwell et al., 1991, Tiwari et al., 1992), sin embargo, E. medicae WSM 419
ha mostrado crecer satisfactoriamente en el campo en suelos 4cidos (pH 5,0 a 5,5); de
todos modos, cepas diferentes de una misma especie varian mucho en su capacidad de
tolerancia al pH. Aarons y Graham (1991) encontraron altos niveles de potasio y
glutamato en células sometidas a estrés por acidez de R. lequminosarum bv. phaseoli, una
respuesta que es similar a la encontrada en células con estrés osmotico. Diferencias en la
composicion del LPS, exclusién y exportacion de protones (Chen et al., 1993 a y b),
acumulacion de poliaminas celulares (Fujihara y Yoneyama, 1993) y sintesis de proteinas
de choque acido (Hickey y Hirshfield, 1990) se han asociado con el crecimiento de células
a pH acido; por otro lado, la composicion y la estructura de la membrana externa puede

ser también un factor de tolerancia a pH (Graham et al., 1994).
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Una de las causas por las que la nodulacién falla bajo condiciones de acidez,
especialmente en suelos con pH por debajo de 5, es la incapacidad de algunos rizobios
para subsistir en estas condiciones (Bayoumi et al., 1995; Carter et al., 1994, Graham et al.,
1982), pero si los rizobios son viables se puede producir una nodulacién pobre (Graham,
1992; Graham et al., 1994). Las leguminosas hospedadoras parecen ser el otro factor
limitante en el establecimiento de la simbiosis bajo condiciones de acidez, difiriendo
mucho, ademas, en su resistencia al pH bajo si tenemos en cuenta el crecimiento y la
nodulaciéon (Tang y Thomson, 1996). Se ha visto que la cantidad de N fijado por
leguminosas forrajeras en suelos &cidos poco fértiles, es dependiente del crecimiento y
la persistencia de las leguminosas (Thomas et al., 1997); sin embargo, la seleccién de
rizobios tolerantes al pH bajo para inocular leguminosas en condiciones de acidez
garantiza el establecimiento de la simbiosis y también el éxito de la misma (Correa y
Barneix, 1997; Glenn y Dilworth, 1994; O'Hara y Glenn, 1994).

Se han adoptado dos estrategias para solventar el problema de la acidez en el
suelo: seleccionar plantas tolerantes y encalar el suelo &cido para aminorar los efectos de
la acidez. El encalado se hace a tasas de 2500 kg/Ha y en caso de afiadir superfosfatos
estos se afiaden en cantidades de 20 kg/Ha de suelo (Peoples et al., 1995). La mejora
aumenta el pH del suelo disminuyendo la concentracion de aluminio y manganeso

disponibles y mejora el crecimiento de la planta y la fijacién de Na.

Los rizobios parecen ser mas tolerantes a la alcalinidad que sus leguminosas
hospedadoras. Se ha visto que el nimero de células de R. leguminosarum sv. trifolii es
mayor en suelos tratados con carbonatos (Evans et al., 1988); aumentando el pH del suelo
se incrementa tanto la tasa de colonizacién del suelo como la frecuencia de formacién de

noédulos.

A nivel biolégico, los metales son componentes esenciales en el funcionamiento
de procesos celulares bésicos en bacterias, animales y plantas. Mientras que bajas
concentraciones de algunos metales de transicién como cobalto, cobre, niquel o cinc son
importantes para muchos procesos biolégicos en bacterias, altas concentraciones de

estos metales son frecuentemente citotéxicos. Otros metales pesados como cadmio,
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cromo, plata o mercurio no tienen beneficios conocidos sobre las bacterias y son téxicos,
algunos de ellos incluso a muy bajas concentraciones (Nies, 2004). Se estima que
aproximadamente un tercio de las proteinas requieren algtin metal para su correcto
plegado y funcionamiento (Tottey et al., 2007). En las bacterias podemos encontrar
metales en los centros activos de numerosas enzimas involucradas en distintos procesos

celulares indispensables para la bacteria (Mulrooney y Hausinger, 2003).

En el establecimiento y desarrollo de la relacién simbiética rizobio-leguminosa
es imprescindible la disponibilidad de metales, debido a que en este proceso hay
implicadas metaloproteinas esenciales para un correcto funcionamiento. Algunos de los
ejemplos mdas importantes son: la nitrogenasa, que tiene cofactores metalicos de hierroy
molibdeno (Miller et al., 1993), la hidrogenasa, que necesita hierro y niquel en el centro
activo para llevar a cabo correctamente su funciéon (Palacios et al., 2005) o la
leghemoglobina, que contiene dtomos de hierro (Brear et al., 2013). Por todo esto, la
presencia de metales en el medio es esencial para el correcto funcionamiento de la

simbiosis.

Por otra parte, un exceso de metales en el interior celular puede producir graves
consecuencias para las bacterias, como la intoxicacién que se produce debido a la
alteracion de los procesos celulares basicos. La toxicidad se debe al desplazamiento de
metales esenciales de sus sitios nativos de union y a las interacciones inespecificas por
modificacién en la estructura conformacional de acidos nucleicos y proteinas que
producen graves alteraciones de los procesos celulares (Poole y Gadd, 1989). En E.
meliloti una elevada concentracion de cobre intracelular produce deformacion y
agregacion de las células, asi como la precipitacion del mismo en la superficie celular
(Fan et al., 2011). En Escherichia coli, el cobre en forma libre en el interior celular produce
dafios en la membrana plasmatica en comparacién con el cobre quelado por EDTA
(acido etilendiaminotetraacético) (Selvaraj et al., 2009).

Las bacterias tienen distintos mecanismos para proteger los componentes
celulares sensibles a los metales, entre los mas conocidos y representados se encuentran:
(i) Alteracion de la permeabilidad de la membrana con objeto de excluir el metal del

interior celular (Zhang y Min, 2010).
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(if) Secuestro de metales en el citoplasma (Klaassen et al., 1999).
(iii) Precipitacion del metal en forma de sales insolubles para reducir su
biodisponibilidad (Aiking et al., 1982).
(iv) Modificaciéon enzimética hacia formas menos toxicas del metal (Misra, 1992).
(v) Transporte activo de metales desde el interior celular mediante sistemas de
exportaciéon de metales de mayor o menor especificidad (Nies, 2003).

Sin embargo, el correcto funcionamiento de las bacterias requiere un equilibrio

entre la entrada y la salida de metales, es decir, una homeostasis a nivel intracelular

7. Sistemas de incorporacion de metales a bacterias

En las bacterias existen varias familias de proteinas para la captacion de metales:
transportadores TBDT (dependientes de TonB), transportadores ABC y permeasas de
alta afinidad, como las de las familias HupE/Ure] o NicoT. Los transportadores TBDT
transportan el metal desde el medio extracelular al periplasma, a diferencia de las otras
dos familias que lo hacen desde el periplasma al citoplasma. Excepto en el caso de los
transportadores dependientes de TonB, en las bacterias Gram negativas, los metales
pasan a través de la membrana mediante porinas, trimeros localizados en la membrana
y que pueden llevar a cabo el transporte de sustancias de bajo peso molecular (Galdiero

et al., 2012) (Figura 9).

ME

Espacio
periplasmico

Mi

Figura 9. Sistemas de entrada de metal en bacterias. ME: membrana externa, MI: membrana
interna, TBDT: transportadores dependientes de TonB, ABC: ATP-binding-cassette, NiCoT:
permeasa de niquel y cobalto, HupE/UreJ: permeasas de alta afinidad. (Figura adaptada de
Rubio-Sanz, 2014).
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Los transportadores dependientes de TonB (Figura 9), especificos de bacterias
Gram negativas, son proteinas de membrana externa dependientes del sistema TonB-
ExbB-ExbD y estan involucrados en el transporte de metales unidos a distintos tipos de
metaléforos (Noinaj et al.,, 2010). También estdn implicados en el transporte de otras
sustancias como vitamina B12, complejos de niquel, carbohidratos, compuestos
aromaticos (Miller et al., 2010) y otras macromoléculas como alginatos y N-acetil-quitin-
oligosacaridos (Boulanger et al., 2010). Este sistema de transporte requiere energia
procedente de la fuerza protén-motriz y ésta es transducida a través del complejo

ExbBD/TonB desde la membrana plasmaética.

Los transportadores ABC pertenecen a una de las familias proteicas mas grandes.
Existen transportadores de entrada y de salida, no s6lo de metales sino también de un
amplio rango de sustratos: mono y oligosacaridos, iones organicos e inorgdnicos,
péptidos, sideroforos, vitaminas y metales, entre otros (Davidson et al., 2008). Estos
transportadores estan formados al menos por dos dominios de unién a ATP para la
transduccion de la energia y dos dominios de membrana que forman un canal en la
membrana plasmatica (Klein y Lewinson, 2011). En el caso de los transportadores ABC
de entrada de sustratos, la mayoria tienen una proteina peripldsmica de alta afinidad de

unién al sustrato (Imperial et al., 1998).

Estas permeasas son transportadores secundarios dependientes de la fuerza
protén-motriz y estdn formadas por proteinas individuales con varios dominios
transmembrana que pueden formar dimeros o presentarse como mondmeros. Las
permeasas de la familia HupE/Ure], ampliamente distribuidas en bacterias y arqueas,
se han descrito como transportadores secundarios de niquel. Algunos de los sistemas
estdn codificados dentro de agrupaciones génicas necesarias para la biosintesis de las

enzimas hidrogenasa (HupE) y ureasa (Ure]) (Zhang et al., 2009).

28



Por otro lado, las permeasas de la familia NiCoT, transportadores de alta afinidad
de niquel y cobalto, tienen entre 7 y 8 dominios transmembrana que se localizan en la
membrana interna y su tamafio oscila entre 300 - 400 aminoécidos. La energia para el
transporte sale de la fuerza protén-motriz y es una familia muy sensible al sustrato ya
que son capaces de adquirir el metal en el rango de nanomolar (Eitinger y Mandrand-

Berthelot, 2000).

Es necesario mantener el equilibrio homeostético de metales de transicién en el
interior celular ya que niveles elevados de éstos afectan el correcto desarrollo de las
bacterias. Entre los mecanismos de resistencia a metales, los sistemas de expulsién son
los més frecuentes; éstos incluyen las ATPasa de tipo Pis, la familia de proteinas RND
especializadas en el eflujo de metales pesados, los sistemas HME-RND (Heavy Metal
Efflux) y las proteinas facilitadoras de la difusién de cationes (CDF) del inglés Cation
Diffusion Facilitator (Nies, 2003). Los sistemas de eflujo de cinc y cadmio mejor
caracterizados incluyen:

(i) Las ATPasa de tipo Pis como CadA y ZntA (que determinan resistencia a cadmio, cinc
y plomo) identificadas en Staphylococcus aureus (Nucifora et al., 1989) y Escherichia coli
(Rensing et al., 1997), respectivamente.

(ii) ElI sistema HME-RND CzcCBA (resistencia a cobalto, niquel, cinc y cadmio) del
pPMOL30 de Cupriavidus metallidurans CH34 (Diels et al., 1995) y CzrCBA (resistencia a
cadmio y cinc) de Pseudomonas aeruginosa (Hassan et al., 1999).

(iii) E1 CDF CzcD (resistencia a cinc, cobalto, cadmio) descrito en C. metallidurans CH34
(Anton et al., 1999) y el especifico de cinc CDF ZitB de E.coli (Grass et al., 2001).

En la Figura 10 se encuentran representados los principales sistemas de expulsién de

metales, atendiendo al lugar que ocupan en las membranas.
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Figura 10. Principales sistemas de salida de cationes metalicos en bacterias Gram negativas. ME:
membrana externa, MI: membrana interna, RND: Resistance-Nodulation-cell Division, CDF:
Cation Diffusion Facilitator protein, ATPasa Pis: ATPasas de tipo P1B. Las flechas indican las
posibles direcciones de transporte de cationes metalicos (Figura adaptada de Rubio-Sanz, 2014).

8.1 ATPasa de tipo Pis

Los transportadores ATPasas de tipo Pip pertenecen a la gran superfamilia de
bombas de ATP, implicadas en el transporte de metales a través de las membranas
celulares en contra de su gradiente de concentracién, para mantener niveles constantes
y no toéxicos de metales dentro del citoplasma. Se agrupan en cuatro subgrupos de
acuerdo al metal al que se unen y a especificidades en el transporte (Argtiello, 2003): Pis.
10 Cu*/Ag+ATPasas, Pis2 0 Zn2*/Cd2?*-ATPasas, Pis3 0 Cu*/Ag*/Cu?*-ATPasas y P4
o Co?*-ATPasas.

Las ATPasas de tipo P tienen caracteristicas estructurales que las diferencian de
sus homologas ATPasas de tipo P como:

(i) Una disposicion topolégica de 6 a 8 dominios transmembrana (TM) flanqueando un
gran lazo citoplasmatico.

(ii) Varios dominios citoplasméaticos reguladores de la unién a metales localizados en la
regiéon amino terminal (N-MBD, metal binding domain) que son responsables del
reconocimiento de los metales, regulaciéon y movimientos a través de la barrera

permeable de la membrana (Argitiello, 2003; Bal et al., 2001; Mana-Capelli et al., 2003).
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(iii) Una secuencia fija en el sexto TM conteniendo un motivo CPX (cisteina, prolina y
siendo X ¥4 de cisteina, histidina o serina), un motivo SPC (serina, prolina, cisteina) o
TPC (treonina, prolina, cisteina) corriente abajo del largo lazo citoplasmatico que podria
ser parte del canal de cationes (Argiiello et al., 2003; Argtiello et al., 2007, Mandal y
Argtiello, 2003).

Recientemente cadA ha sido descrito como el primer gen de detoxificacion
implicado en la defensa contra cadmio y cinc en Mesorhizobium metallidurans STM 26837,
confiriendo a la bacteria, gran capacidad para duplicarse con altas concentraciones de
cinc (Maynaud et al., 2014). Cad A tiene un importante papel en la defensa frente al estrés
por cadmio y cinc (Rossbach et al., 2008) y muestra una gran identidad con otras ATPasa
de tipo Pis de rizobios, como la de Mesorhizobium sp. STM 4661 (Maynaud et al., 2013) y
la ATPasa de tipo P1s (SMc04128) encontrada en E. meliloti con un 63% de identidad.

Las proteinas CDF forman una familia de transportadores de metales (Saier,
2000) presentes en los tres dominios de la vida (Paulsen y Saier, 1997). Los sustratos
primarios de las proteinas CDF son Zn2*, Co2*, Ni2*, Cd2?* y Fe?*. El transporte mediado
por CDF se impulsa por un gradiente de concentracién, un gradiente osmético, potencial
hidrico, potencial de pH o un gradiente de potasio (Guffanti et al., 2002; Blos et al., 2002).
Todas las proteinas CDF descritas estan implicadas en la resistencia a Zn2?* y otros

cationes de metales pesados.

El arquetipo de la familia es CzcD de C. metallidurans CH34, que fue el primero
descrito como un regulador de la expresiéon del sistema de resistencia CzcCBA (Nies,
1992), pero CzcD es capaz también de llevar a cabo resistencia a pequefias cantidades de
Zn2+/Co2+/Cd?* (Guffanti et al., 2002) en ausencia del sistema de resistencia mas
importante, CzcCBA (Anton et al, 1999). La presencia de CzcD disminuye la
concentracion citopldsmica de estos metales (Anton et al., 1999), los cuales sirven como

inductores de la expresion de czc (Grope et al., 2004).
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Sistemas pertenecientes a esta familia se han descrito también en otras especies
como Bacillus subtilis, (Sturr et al., 1997); S. aureus, (Wang et al., 2000); Thermus
thermophilus, (Spada et al., 2002) y E.coli, (Grass et al., 2001).

La familia de proteinas RND se describié como un grupo de proteinas bacterianas
de transporte implicadas en la resistencia a metales pesados (C. metallidurans),
nodulacién (M. loti) y divisién celular (E. coli) (Saier et al., 1994). Esta se ha convertido en
una gran superfamilia que incluye a su vez siete familias y que se pueden encontrar en
todos los reinos de la vida (Tseng et al., 1999). En bacterias y arqueas, miembros de esta
superfamilia estdn implicados en el transporte de metales pesados, compuestos
hidrofébicos, factores de nodulacién y junto con SecDF, en la exportacién de proteinas.
Miembros de la superfamilia RND en eucariotas transportan esteroles o sirven como

receptores.

Las proteinas involucradas en el transporte y en la exportaciéon compuestos
hidrofébicos se conoce como HAE-RND (Hydrophobe/ Amphiphile Efflux), mientras
que la familia que se encarga del transporte de metales pesados recibe el nombre de
HME-RND. A su vez, la familia HME se puede subdividir en cinco grupos: HMEI, que
transporta Zn2+, Co?* y Cd2+; HME2, Co?* y Ni2*; HME3a, metales divalentes y HME3b
metales monovalentes, HME4, Cu*y Ag* y HMES5, Ni2* (Nies, 2003).

Los sistemas RND utilizan la fuerza protén-motriz para transportar el sustrato al
exterior de la célula (Alvarez-Ortega et al., 2013). Cerca de un gen que codifica una
proteina RND esta, en la mayoria de los casos, un segundo gen que codifica un miembro
de la familia de proteinas de fusiéon de membranas (Membrane Fusion Protein, MFP)
(Saier et al., 1994). Esta familia también se conoce como familia de proteinas de eflujo
periplasmico (Johnson y Church, 1999) o, més recientemente, como proteinas
periplasmicas adaptadoras (Andersen et al., 2001). Junto a las MFP, muchas proteinas
RND acttan con una tercera proteina que pertenece a la familia de factores de membrana
externa (OMF, Outer Membrane Factor) (Johnson y Church, 1999; Paulsen et al., 1997).

Estas tres proteinas forman un complejo proteico que puede transportar sus sustratos
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desde el citoplasma, la membrana citoplasmatica o el periplasma, a través de la

membrana externa, directamente fuera (Zgurskaya y Nikaido, 2000 a y b) (Figura 11).

Exterior celular

4

e

o

Interior celular

Figura 11. Mecanismo y funcién celular de las proteinas RND. La proteina RND (rojo) se muestra
como un trimero con un sitio periplasmico de unién al sustrato. La MFP (verde) y la OMF
(amarillo). Las proteinas RND llevan a cabo su funcién por protones (puntos negros) que,
previamente, son expulsados por la cadena respiratoria (1). En el caso de las proteinas HME1 y
HME?2, los cationes de metales pesados divalentes (circulos azules, morados y grises M2*) migran
a través del canal de cationes de la proteina y estan unidos a una zona peripldsmica de unién a
sustratos (caja naranja, 2a). Alternativamente (flechas azules) este sitio puede ser accesible
también para cationes periplasmicos (2b), especialmente en el caso de proteinas HME4 y Cu?*
Los transportadores de sustratos organicos (HAE) pueden unir estos sustratos desde el ambiente
hidrofébico de la membrana (2c). La afinidad del hipotético sitio de unién periplasmico
disminuye por la protonacién con protones del periplasma (3) y esta energia se usa para acumular
sustratos en el tubo OMF o en un microambiente formado por la proteina RND (4). La alta
concentracion en este tubo permite la difusion facil de sustratos desde el tubo al exterior (5). Para
el acoplamiento energético, el hipotético sitio periplasmico de unién al sustrato se desprotona por
el importe de protones al citoplasma (6). Esta compleja reaccién permite el transporte de sustratos
a través de la envoltura completa de una bacteria Gram negativa, que estd compuesta por una
membrana externa (OM), pared celular (CW), espacio periplasmico (PP) y membrana
citoplasmatica (CPM), (Nies, 2003).

El primer miembro identificado de la familia RND fue la proteina CzcA de C.
metallidurans seguida de la proteina CnrA de la misma bacteria. Esta Betaproteobacteria
contiene dos megaplasmidos implicados en la resistencia a metales pesados, pMOL30,

que tiene funcién en la resistencia a cinc, cobalto y cadmio y pMOL28 que media la
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resistencia a niquel y cobalto. El plasmido pMOL30 se designé como Czc y se ha descrito
que en su region estructural hay genes que codifican una OMF, CzcC; también una MFP,
CzcB y la proteina CzcA de la familia RND. Los tres genes forman un operén czcCBA
(van der Lelie et al., 1997) y éste esta flanqueado por multiples genes implicados en la
regulacion de la expresiéon de czcCBA dependiente de metales, (Grope et al., 1999; Nies,
1992). La resistencia a Co?*, Zn2* y Cd?* mediada por Czc se basa en la disminucién
intracelular de los tres cationes como resultado de la expulsién (Nies y Silver, 1989),
impulsado por la fuerza proton-motriz (Nies, 1995).

La resistencia a cobalto y niquel determinada por cnr en el pldsmido pMOL28
también se basa en la expulsion de los cationes (Nies y Silver, 1989; Sensfuss y Schlegel,
1988). La resistencia esta determinada por la regién estructural cnrCBA (Liesegang et al.,
1993) que esta precedida por la regién génica reguladora cnrYXH (Grass et al., 2000;
Tibazarwa et al., 2000). Al igual que en czcCBA, en cnrCBA se expresa el OMF CnrC, el
MFP CnrB y la proteina RND CnrA.

La importancia del sistema CzcCBA es, quizd, que no sélo disminuye la
concentraciéon citoplasmatica de metales pesados si no que, adicionalmente o
exclusivamente, la concentraciéon periplasmica. En este caso, los cationes podrian ser
eliminados antes de que pudieran entrar en la célula. Ademas, el sistema de eflujo de
CzcCBA podria mediar la expulsién de cationes que hayan sido extraidos previamente
del citoplasma por otros sistemas de eflujo. La velocidad de eflujo del complejo CzcCBA
es lenta cuando las concentraciones citoplasmaéticas estan por debajo de Kso, pero permite

una exportacion rdpida cuando las concentraciones son mayores (Nies, 2003).

Los sistemas RND, también pueden estar implicados en la expulsiéon de maltiples
sustancias toxicas para la bacteria como antibidticos, colorantes, y compuestos
antimicrobianos en general, por ello también forman una de las cinco familias en que se
dividen los sistemas de resistencia a multidrogas (MDR). Los sistemas MDR, son
proteinas de membrana que estdn implicadas en la expulsion de antimicrobianos y estan
compuestos por las siguientes familias: la familia RND, la familia MFS (major facilitator
superfamily), SMR (small multidrug resistance), la familia ABC y por dltimo la familia
MATE (multidrug and toxic compound extrusion). Los sistemas RND cuya funcién es la

expulsién de antimicrobianos también estdn formados por un conjunto de tres proteinas
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ancladas a la membrana, que serian la proteina de membrana interna (RND), la proteina
de membrana externa (OMF) y la proteina de fusion a la membrana (MFP) que une las

dos anteriores.

El gen nolG (SMa0875) de E. meliloti forma parte de un operdén constituido por 4
genes nodM-nolFG-nodN cuya expresion se activa en respuesta a luteolina (Baev ef al.,
1991). Ademas, se ha descrito que este operén en E. meliloti es necesario para una
nodulaciéon 6ptima en alfalfa (Baev et al., 1991), pero no es la tnica especie en que esta
presente, ya que dos de los genes, nodM y nodN, estan conservados en R. lequminosarum
sv. viciae (Surin y Downie, 1988), y una copia del gen nolG ha sido descrita

posteriormente en Rhizobium tropici PRF81, (Pinto et al., 2009).

La comparacién de las secuencias de ADN y aminoécidos de este operén con el
ADN vy las proteinas de las bases de datos revelaron homologias significativas entre
nodM y los genes gImS (Walker et al., 1984) y pufF (Yso et al., 1982) de E. coli, purF de B.
subtilis (Vollmer et al., 1983) y el gen ade4 de Saccharomyces cerevisiae (Maentsaelae y
Zalkin, 1984). La prueba més fehaciente fue encontrar que el gen glmS de E. coli tiene un
48,2% de homologia a nivel de aminoécidos.

La homologia y la relaciéon funcional entre nodM y glmS de E. coli sugiri6 la
pregunta del papel de la proteina nodM en el proceso simbidtico. Teniendo en cuenta
que la inactivacion de nodM no resulta en la pérdida de viabilidad de las células en vida
libre, es obvio que nodM no es un gen primario como glmS que codifique una
glucosamina sintetasa como una enzima housekeeping, porque su inactivacién deberia ser
letal. Ademas, nodM se activa por las sefales de las plantas y es encargada de
proporcionar suficiente glucosamina para la sintesis del esqueleto oligosacaridico del
factor de nodulacién (Baev et al., 1991), lo que hace que sea un gen firmemente ligado a

los primeros pasos del proceso de nodulacion en Medicago.

Diversos estudios mostraron a este gen como una glucosamina sintetasa debido
a:

(i) Su gran homologia con la glucosamina sintetasa de E. coli (gmlS).
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(if) La complementacion de un mutante gmlS de E. coli se llevé a cabo por el gen nodM.
(iii)Los mutantes nodM sufren un retraso en la nodulacion de la alfalfa, efecto que se
suprime por la adicion de glucosamina exégena.

El gen nodM se requiere s6lo para ciertas plantas hospedadoras: en E. meliloti es
importante para la nodulacién en Medicago y en R. leguminosarum sv. viciae para la
nodulacion en Vicia. Una explicacion para la especificidad observada con el hospedador
podria ser que mientras que nodM y/o el producto de otros genes aportan glucosamina
en cantidades suficientemente grandes a las proteinas Nod comunes para sintetizar
molécula sefial, en los mutantes la menor cantidad de sustrato da lugar a una cantidad
reducida de factores Nod, los cuales son suficientes para Melilotus pero no para Medicago
(Baev et al., 1991). Por ello, los mutantes nodM indujeron nédulos que no sélo se
retrasaron en el desarrollo, si no que eran menos eficientes en la fijacién de N> (Baev et

al., 1991).

La funcién de la proteina NodN, codificada por el altimo gen del operén, adn no
ha sido caracterizada, aunque su secuencia de aminoécidos revela la presencia de un
dominio conservado en proteinas bacterianas con actividad hidratasa sobre enoil-CoA

especificos.

El analisis in silico de nolFG sugiere que estos genes codifican una bomba MDR
del tipo RND, donde NolG constituye el transportador de membrana interna y NolF la
MFP que conecta el transportador con el tercer componente del sistema, una proteina
localizada en la membrana externa u OMF codificada por un gen que no esté ligado a
nolFG. La funcién durante la simbiosis de la bomba codificada por los genes nolFG no
esta clara, asi como tampoco estan establecidos los sustratos que transporta.

La bomba NolFG de tipo RND se pensaba que estaba involucrada en la nodulacién,
debido a los resultados obtenido por Baev et al. (1991) en mutantes derivados de la cepa
AK®631 de E. meliloti. Ellos exponen que la inserciéon de Tn5 en cualquiera de estos genes
supone un retraso en la nodulaciéon y una reduccion del nimero de nédulos en alfalfa.
En un estudio mas extenso, este grupo sugirié que la insercion de Tn5 en los genes nolFG
no disminuye los niveles de transcripcién del gen corriente abajo, nodN, el cual codifica

una proteina necesaria para la produccion eficiente de factores Nod (Baev et al., 1992).
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Mas recientemente, la mutacién por delecion sin marcador realizada, en el gen nolG, por
Eda et al. (2011), no mostr6é ninguna alteracién del fenotipo simbiético, por ello segtin
estos autores, es muy probable que las mutaciones causadas por Tnb en los genes NolFG
ocasionaran un efecto polar corriente abajo sobre la expresion del gen nodN y que éste

fuera el causante del fenotipo en la nodulacion.

9. Lugares de estudio: Paraje Natural Marismas del Odiel y Paisaje

Protegido de Rio Tinto

El sistema de estuarios de los rios Tinto y Odiel, tiene un gran significado
histérico, asi como interés ambiental al ser uno de los sistemas de estuarios fluviales mas
contaminados en el mundo. Es en las cabeceras de estos rios donde se produjeron los
aportes mineros en las Edades de Cobre y Bronce. Més recientemente, entre los afios 1960
y 1985, la ciudad de Huelva lleg6 a ser enclave de una de las industrias mas
contaminantes, de modo que la contaminacién inicial se vio incrementada con los
residuos &cidos derivados de las dos zonas industriales localizadas cerca de la
desembocadura, productos fertilizantes, derivados secundarios del petréleo y quimicos.
Aungque es posible que la contaminacién del sistema comenzara hace miles de afios con
el origen de la mineria y de los depésitos masivos de sulfuros cerca de la cabecera del
Rio Tinto (Davis et al., 2000), algunos productos, como por ejemplo los yesos, se
acumulan en el margen fluvial con erosién parcial durante los meses de lluvias y los
flujos de la marea. Estos desechos contienen altos niveles de sulfuros asociados a los
metales pesados, principalmente cobre, plomo y cinc, aunque también contienen hierro,
arsénico, plata y oro, por lo que estas industrias han contribuido en gran medida a la
contaminacion de los estuarios locales. Por tltimo, una tercera fuente de metales pesados

para la zona del estuario, son las aguas residuales de la ciudad de Huelva (Ruiz, 2001).

9.1 Paraje Natural Marismas del Odiel

Situado al sur de la provincia de Huelva, en la confluencia de las
desembocaduras de los rios Tinto y Odiel, el encuentro entre las aguas dulces y saladas,
ha dado lugar a un complejo de marismas influenciadas por las mareas, conocido como
Marismas del Odiel. El sistema funciona como un estuario donde los cauces de ambos

rios depositan al desembocar gran cantidad de sedimentos cargados de nutrientes y
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metales pesados. A su vez, este aporte continuo de sedimentos y las fuerzas de las
mareas, generan islas separadas por extensos brazos de agua, como la Isla de En medio,
la de Saltés y la de Bacuta, localizadas al sur del enclave. Este medio salino, determina
el predominio de especies vegetales resistentes a altas concentraciones de sal, asi como
la presencia de una microbiota en el suelo capaz de vivir en estas condiciones.

Parte de su riqueza ecolégica estriba en la variedad de paisajes que conforman este
enclave. Desde marismas mareales, a lagunas como la de Batan y la del Taraje, pasando
por la playa del Espigén o los bosques de El Almendral, El Acebuchal y La Cascajera
(http:/ /www juntadeandalucia.es/ medioambiente/servtc5/ventana/mostrarFicha.do

;jsessionid=3C7E543EC4AFBAQOE135C8D55753C8A52?idEspacio=7393)

El Paisaje Protegido de Rio Tinto abarca los tramos alto y medio del Rio Tinto
siendo un lugar dnico, tanto por su belleza cromética como por sus excepcionales
condiciones ambientales e histéricas. Alrededor del curso alto, se sitia el mayor
yacimiento minero a cielo abierto de Europa que fue explotado desde los tartesos y, sobre
todo, por los romanos. Toda esta larga actividad ha originado un peculiar paisaje, las
tonalidades del rio se deben al alto contenido en sales ferruginosas y sulfato férrico que,
junto a la escasez de oxigeno, otorgan un pH muy 4acido.

Estas aguas acogen una gran diversidad de microorganismos adaptados a hébitats
extremos, muchos de ellos atin sin catalogar y en la escasa vegetacion de ribera de los
margenes del cauce, dada la acusada acidez del medio, destaca el llamado brezo de las
minas, una especie amenazada en peligro de extincién, endémica de Huelva, que acoge

y da sustento a una necesaria comunidad animal.

En las Marismas del Odiel y la ribera del Rio Tinto, se pueden encontrar una
variedad de leguminosas, entre otras plantas adaptadas a las condiciones de la zona.
Algunas de las leguminosas presentes son: Ornithopus compressus, Lotus corniculatus,

Trifolium sp., Lathyrus sp., Medicago sp., Medicago polymorpha y Medicago marina. Sin
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embargo, la zona de las minas, debido a sus excepcionales caracteristicas, solo se

encontraron plantas de Trifolium sp.

M. marina es una leguminosa perenne, ampliamente distribuida en Espafia, norte
de Africa y la mitad de Asia. Esta planta suele crecer en suelos muy aridos y acidos, con
pH entre 3,5y 5,5; de hecho, se considera una planta indicadora de acidez y sequedad.
En Espafia, crece a lo largo de los sistemas dunares costeros y tiene un importante uso

potencial en la recuperacién y estabilizacién de este tipo de ecosistemas.
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1. Caracterizacion de rizobios aislados de nédulos de leguminosas que se
desarrollan en suelos sometidos a estrés abiético del Paraje Natural Marismas del

Odiel y del Paisaje Protegido de Rio Tinto

2. Estudio fisiol6gico, molecular y simbiético de los rizobios aislados de Medicago

marina de poblaciones del suroeste de Andalucia.

3. Implicacién del gen n0lG en la simbiosis E. meliloti y E. medicae con M. sativa y en
la resistencia a metales pesados.
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MATERIALES Y METODOS

1. Materiales v Métodos relacionados con bacterias

1. 1 Bacterias, plasmidos y agentes selectivos e identificativos

1. 1. 1 Bacterias y pldsmidos
Las estirpes bacterianas y plasmidos utilizados en esta Tesis se recogen en la

Tabla 1.

Tabla 1: Bacterias y plasmidos utilizados en esta Tesis.

Estirpes aisladas de Marismas del Odiel y Rio Tinto

ESTIRPE CARACTERISTICAS RELEVANTES REFERENCIA
ORm b oo Keewperadt Mormas
omrz Al sona eupora O el
onrs | Adadero ewpeady Mot e
Omra Al sona eupera” O e
omrs Al sona eupera O el
omre bl s Resuprad” Mormas
omy  Ablad oo Keswprad” Oorimas
omrs | Aadadesona Resuperady Mromas b
omry | Aadadesoms Reruperady Mo b
omg Al deona Recvperady Qlromas &
omrm At larema e
omra Al e Seo s b e
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ORT?25 Aislada de “Arenal Seco” (Marismas del Esta Tesis

Odiel), de la planta Medicago sp.
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MATERIALES Y METODOS

Estirpes aisladas de Marismas del Odiel y Rio Tinto

ESTIRPE CARACTERISTICAS RELEVANTES REFERENCIA
Aislada de “Arenal Seco” (Marismas del .
ORT26 Odiel), de la planta Medicago sp. Esta Tesis
Aislada de “Arenal Seco” (Marismas del .
ORT27 Odiel), de la planta Medicago sp. Esta Tesis
Aislada de “Arenal Seco” (Marismas del .
ORT28 Odiel), de la planta Medicago sp. Esta Tesis
ORT29 Aislada de “Minas Fie Rlo Tinto”, de la Esta Tesis
planta Trifolium sp.
ORT31 Aislada de “Minas Fie Rlo Tinto”, de la planta Esta Tesis
Trifolium sp.
ORT32 Aislada de “Minas Fie Rlo Tinto”, de la planta Esta Tesis
Trifolium sp.
ORT33 Aislada de “Minas Fie Rlo Tinto”, de la planta Esta Tesis
Trifolium sp.
ORT35 Aislada de “Minas Fie Rlo Tinto”, de la planta Esta Tesis
Trifolium sp.
ORT38 Aislada de “Minas Fie Rlo Tinto”, de la planta Esta Tesis
Trifolium sp.
ORT39 Aislada de “Minas Fie Rlo Tinto”, de la planta Esta Tesis
Trifolium sp.
ORT40 Aislada de “Minas 'de Rlo Tinto”, de la planta Esta Tesis
Trifolium sp.
ORT41 Aislada de “Minas 'de Rlo Tinto”, de la planta Esta Tesis
Trifolium sp.
ORT42 Aislada de “Minas 'de Rlo Tinto”, de la planta Esta Tesis
Trifolium sp.
ORT43 Aislada de “Minas 'de Rlo Tinto”, de la planta Esta Tesis
Trifolium sp.
ORT44 Aislada de “Minas 'de Rlo Tinto”, de la planta Esta Tesis
Trifolium sp.
ORT45 Aislada de “Minas 'de Rlo Tinto”, de la planta Esta Tesis
Trifolium sp.
ORT46 Aislada de “Minas fie Rlo Tinto”, de la planta Esta Tesis
Trifolium sp.
ORT47 Aislada de R1be1?a de Rio Tinto”, de la Esta Tesis
planta Medicago polymorpha
Ensifer meliloti
ESTIRPE CARACTERISTICAS RELEVANTES REFERENCIA
LMG 61337 Estirpe tipo De Lajudie et al.,
1998
ORT11 Aislada del “Arenal Seco” (Marismas del Alias-Villegas et
Odiel), de la planta Medicago marina al., 2015
ORT12 Aislada del “Arenal Seco” (Marismas del ~ Alias-Villegas et al.,
Odiel), de la planta M. marina 2015
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Ensifer meliloti

ESTIRPE CARACTERISTICAS RELEVANTES REFERENCIA

ORT13 Aislada del “Arenal Seco” (Marismas del ~ Alias-Villegas et al.,
Odiel), de la planta M. marina 2015

ORT16 Aislada del “Arenal Seco” (Marismas del =~ Alias-Villegas et al.,
Odiel), de la planta M. marina 2015

ORT17 Aislada del “Arenal Seco” (Marismas del ~ Alias-Villegas et al.,
Odiel), de la planta M. marina 2015

ORT18 Aislada del “Arenal Seco” (Marismas del =~ Alias-Villegas et al.,
Odiel), de la planta M. marina 2015

ORT19 Aislada del “Arenal Seco” (Marismas del ~ Alias-Villegas et al.,
Odiel), de la planta M. marina 2015

SF1.2 Aislada de las Dunas de San Fernando, de = Alias-Villegas et al.,
’ la planta M. marina 2015

SFL6 Aislada de las Dunas de San' Fernando, de Alias-Villegas et al.,
la planta M. marina 2015

SFL11 Aislada de las Dunas de San' Fernando, de Alias-Villegas et al.,
la planta M. marina 2015

SF2.11 Aislada de las Dunas de San' Fernando, de  Alias-Villegas et al.,
la planta M. marina 2015

SF2.17 Aislada de las Dunas de San' Fernando, de  Alfas-Villegas et al.,
la planta M. marina 2015

SF3.1 Aislada de las Dunas de San' Fernando, de Alias-Villegas et al.,
la planta M. marina 2015

SF3.3 Aislada de las Dunas de San' Fernando, de Alias-Villegas et al.,
la planta M. marina 2015

SF3.5 Aislada de las Dunas de San' Fernando, de Alias-Villegas et al.,
la planta M. marina 2015

SF3.9 Aislada de las Dunas de San' Fernando, de Alias-Villegas et al.,
la planta M. marina 2015

SF3.10 Aislada de las Dunas de San' Fernando, de Alias-Villegas et al.,
la planta M. marina 2015

SF3.20 Aislada de las Dunas de San' Fernando, de  Alias-Villegas et al.,
la planta M. marina 2015

SF3.01 Aislada de las Dunas de San Fernando, de Alias-Villegas et al.,
la planta M. marina 2015

SF3.23 Aislada de las Dunas de Sag Fernando, de Alias-Villegas et al.,
la planta M. marina 2015

SF3.33 Aislada de las Dunas de Sag Fernando, de Alias-Villegas et al.,
la planta M. marina 2015

SF3.34 Aislada de las Dunas de Sag Fernando, de Alias-Villegas et al.,
’ la planta M. marina 2015

SF3.37 Aislada de las Dunas de San Fernando, de  Alias-Villegas et al.,
’ la planta M. marina 2015

SF3.40 Aislada de las Dunas de San Fernando, de  Alias-Villegas et al.,
’ la planta M. marina 2015

SF3.42 Aislada de las Dunas de San Fernando, de  Alias-Villegas et al.,
’ la planta M. marina 2015
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Ensifer meliloti

ESTIRPE CARACTERISTICAS RELEVANTES REFERENCIA
SF3.48 Aislada de las Dunas de San Fernando, de = Alias-Villegas et al.,
’ la planta M. marina 2015
SF3.49 Aislada de las Dunas de San Fernando, de = Alias-Villegas et al.,
’ la planta M. marina 2015
SF3.53 Aislada de las Dunas de San Fernando, de = Alias-Villegas et al.,
’ la planta M. marina 2015
SF3.55 Aislada de las Dunas de San Fernando, de  Alias-Villegas et al.,
’ la planta M. marina 2015
. . Meade y Signer,
Sm1021 Estirpe de referencia 1977
SVQ747 E. meliloti ORT12, Rif 50R Esta Tesis
E. meliloti SVQ747 mutado en el gen nolG
SVQ749 por insercién del casete lacZ-Gm en el Esta Tesis
mismo sentido del gen, Rif 508, Gm 25R
E. meliloti SVQ747 mutado en el gen nolG .
SvQ7el por delecion Rif 50R Esta Tesis
SvQ747 E. meliloti SVQ747 que porta el plasmido Esta Tesis
(pBBR1IMCS-2) pBBRIMCS-2, Rif 508, Km 60R
SVQ749 E. meliloti SVQ749 que porta el plasmido Esta Tesis
(pBBR1IMCS-2) pBBRIMCS-2, Rif 508, Km 60R, Gm 25~
SvVQ749 E. meliloti SVQ749 que porta el plasmido Esta Tesis
(pMUS1306) pMUS 1306, Rif 508, Km 60r, Gm 25R
SVQ761 E. meliloti SVQ761 que porta el plasmido Esta Tesis
(pBBR1IMCS-2) pBBRIMCS-2, Rif 508, Km 60R
SVQ761 E. meliloti SVQ761 que porta el plasmido Esta Tesis
(pMUS1306) pMUS 1306, Rif 508, Km 60R
E. meliloti SVQ747 que porta el plasmido .
SVQ747(pGUS3) . GU% Ri?50rf1<m ot Esta Tesis
Ensifer medicae
ESTIRPE CARACTERISTICAS RELEVANTES REFERENCIA
LMG 199207 Estirpe tipo Rome et al., 1996
M19.1 Estirpe de referencia Al1a22j/121(1)ei%as et
SF3.41 Aislada de las Dunas de San Fernando de Alias-Villegas et
: la planta M. marina al., 2015
SVQ748 E. medicae SF3.41 Rif 50R Esta Tesis
E. medicae SVQ748 mutado en el gen nolG
SVQ750 por insercién del casete lacZ-Gm en el Esta Tesis
mismo sentido del gen, Rif 508, Gm 50R
SVQ750 E. medicae SVQ750 que porta el plasmido Esta Tesis
pBBR1IMCS-2 pBBRIMCS-2, Rif 508, Km 30R
SVQ750 E. medicae SVQ750 que porta el plasmido Esta Tesis
(pMUS 1313) pMUS 1313, Rif 508, Km 30%r
SVQ748(pGUS3) ’”Edw”; é}%}; 4121‘}‘;85 o §B§ fasmido Esta Tesis
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Escherichia coli

REFERENCIA

ESTIRPE CARACTERISTICAS RELEVANTES
DH5q SupE44, AlacU169, 5hsdR17, recAl, endAl, Sambrook et al.,
yrA96, thi-1, rel A1, NxR 1989
PLASMIDO CARACTERISTICAS RELEVANTES REFERENCIA
Plasmido que contiene el casete lacZ-GmR, Becker et al.,
pAB2001 ApR, GmR 1995
pGEM-T Easy  Vector de clonaciéon de productos de PCR, ApR IZE(])EI{}e[}g;
K18mob Vector de clonaciéon (suicida en los rizobios), Schéfer et al.,
4 KmR 1994
Vector de clonaciéon que contiene el gen de Schifer e al
pK18mobsacB sensibilidad a la sacarosa. Suicida en los 7
o 1994
rizobios, KmR
P Figurskiy
R
pRK2013 Plasmido coadyuvante, Km Helinski, 1979
Vector de clonaciéon de amplio rango de Kovach et al.,
PEER hospedador, KmR 1995
Plasmido IncP que porta el promotor del gen
pMP240 nodA de Rhizobium lequminosarum fusionado al De Maagd et al.
1988
gen lacZ, TcR
pGUS3 Plasmido con la fusién entre el promotor del Ro(;;g;i_z y
R
gen nfeD y el gen gusA del pIB199, Km Toro, 2000
Construcciones que portan el gen nolG
Plasmido pGEM-T Easy que porta un
pMUS1216 fragmento de PCR del gen 10lG de ~2,5 kb Esta Tesis
de E. meliloti Sm1021, ApR
pMUSI1216 con el casete lacZ-Gm en el
pMUS1228 sentido del gen, inserto en el punto BamHI Esta Tesis
situado en el gen nolG, ApR, GmR
Plasmido pK18mob que porta la fusion
pMUS1256 nolG::lacZ-Gm, inserto en el punto Smal de Esta Tesis
pK18mob KmR, GmR
Plasmido pBBRIMCS-2 que porta el gen .
P URREL nolG completo de E. meliloti ORT12, KmR. Esta Tesis
Plasmido pBBRIMCS-2 que porta el gen .
UL nolG completo de E. medicae SF3.41, KmR. Esta Tesis
Plasmido pK18mobsacB que porta un
pMUS1326 fragmento EcoRI- HindIIl de ~1 kb que Esta Tesis

contiene el gen n0lG delecionado de E.
meliloti ORT12, KmR.

Ap: ampicilina, Gm: gentamicina, Km: kanamicina, Nx: dcido nalidixico, Tc: tetraciclina, Rif:

rifampicina.

51



Para la seleccion e identificacion de las diferentes estirpes bacterianas y
plasmidos se utilizaron los siguientes agentes selectivos, suministrados por Sigma-

Aldrich (EEUU) a las concentraciones indicadas:

COMPUESTO E. meliloti ORT12  E. medicae SF3.41 E. coli
(ng ml) (ug ml) (pg ml)
Ampicilina (Ap) ND ND 100
Espectinomicina (Spc) 200 400 100
Gentamicina (Gm) 25 50 10
Kanamicina (Km) 60 30 30
Acido nalidixico (Nal) ND ND 20
Rifampicina (Rif) 50 50 25
Tetraciclina (Tc) 8 4 10
X-gal - - 40
Sacarosa 12,5% 12,5% -

ND: No Determinado

La rifampicina se disolvié en metanol, la tetraciclina en etanol al 70% y el acido
nalidixico en una solucién de NaOH 0,1 M. Los demés antibi6ticos se disolvieron en
agua. La temperatura de almacenamiento de los antibioticos fue de -20 °C.

El X-gal, suministrado por Roche (Suiza), se disolvié en N, N-dimetilformamida (20 mg

ml!) y también se conservo a -20 °C.

Los flavonoides se prepararon a una concentracién de 1 mg ml! en etanol
absoluto o metanol en el caso de la luteolina y se afiadieron a los cultivos hasta alcanzar
una concentracion final de aproximadamente 1 pg mll. La temperatura de
almacenamiento fue de -20 °C y fueron suministrados por Sigma-Aldrich.

Los flavonoides que se utilizaron para la induccién de las estirpes fueron:
Apigenina, coumestrol, crisina, daidzeina, 4,7-dihidroxiflavona, flavona, flavanona,

genisteina, hesperetina, 5-hidroxiflavona, 7-hidroxiflavona, 6-hidroxiflavanona,
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MATERIALES Y METODOS

kaempferol, morina, naringenina, quercetina, umbelliferona, luteolina, fisetina e

isoliriquitigenina.

1. 2 Medidas de pH, espectrofotometria y solucién de congelaciéon para bacterias

El pH de las soluciones se midi6é con un pH-metro modelo micropH 2001 (Crison,
Espafia). Para realizar las medidas espectrofotométricas se emple6 el espectrofotémetro
Novaspec II (Pharmacia LKB, Suecia) y el lector de placas Synergy HT (BioTek, USA).

Para conservar las estirpes bacterianas durante largos periodos de tiempo se
utilizé una solucién de congelacion. Tras cultivar las bacterias en los medios apropiados,
la biomasa procedente de 5 ml de cultivo se resuspendié en 1,5 ml de una solucién
compuesta de peptona al 0,5% (p/v) y de glicerol al 15% (v/v) previamente esterilizada
en el autoclave durante 20 minutos a una atmdsfera de sobrepresiéon (121 °C). Las

bacterias asi preparadas se conservaron a -80 °C.

1. 3 Medios de cultivo

1. 3. 1 Medios de cultivo para los rozobios

Los rizobios se cultivaron en los medios que se detallan a continuacién. Los
cultivos liquidos se incubaron en agitacion a 180 rpm. Los medios se solidificaron,
cuando fue necesario, afiadiendo 20 g I! de agar. En ambos casos la temperatura de

incubacién fue de 28 °C.

MEDIO TY (Behringer, 1974)

Extracto de levadura 3g

Triptona 5¢g

CaCly - 2HO 0,65¢g

H>O destilada Completar hasta 11

El pH se ajusté a 6,8-7,0 y el medio se esteriliz6 en el autoclave durante 20 minutos a una
atmosfera de sobrepresion (121 °C).
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MATERIALES Y METODOS

03g
03¢g
015g
005g
0,006 g
005g
11¢g
10g

1 ml

Completar hasta 11

El pH se ajusté a 6,8-7,0 y el medio se esterilizo en el autoclave durante 20 minutos a una
atmosfera de sobrepresion (121 °C).

0,02g
0,01g
0,01g

Completar hasta 100 ml

Se esteriliz6 por filtracion y se adicioné 1 ml por litro de MM ya estéril.

El pH se ajust6 a 6,8-7,0 y el medio se esterilizé en el autoclave durante 20 minutos a una
atmésfera de sobrepresion (121 °C).




MATERIALES Y METODOS

CaCl, 005¢g

FeCl; - 6H.O 001g

NH.4Cl 03g

H,O destilada Completar hasta 11

El pH se ajust6 a 6,8-7,0 y el medio se esteriliz6 en el autoclave durante 20 minutos a una
atmoésfera de sobrepresion (121 °C). La Fuente de carbono a estudiar se afadio
independientemente a una concentracion del 1%, antes del autoclavado.

Medio NBRIP (Katznelson y Bose, 1959)

Glucosa 10g
Caz(POas)2 5¢
MgCl, - 6H.O 5g
MgSO, 7H>O 025¢g
KCl 02g
(NHz)2S04 Olg
H>O destilada 11

El pH se ajusté a 6,8-7,0 y el medio se esteriliz6 en el autoclave durante 20 minutos a una
atmoésfera de sobrepresion (121 °C).

1.3.1.1 Medio de cultivo con diferentes concentraciones de NaCl
Para estudiar la capacidad de crecimiento de las estirpes con diferentes

concentraciones de NaCl, se prepar6é medio YM liquido ajustando la concentracién final
de NaCl a 300, 450, 600, 700 y 800 mM. El pH se ajusté a 6,8 - 7 y el medio se autoclavo

durante 20 minutos a una atmdsfera de sobrepresion (121 °C).

1.3.1.2 Medios de cultivo tamponados a diferentes pH

Para estudiar la capacidad de crecimiento de los aislamientos con diferente pH
en el medio: 5; 5,5; 7; 8 y 8,5; se preparé medio YM liquido, se tamponé con diferente
compuesto segtin el pH final deseado, posteriormente se ajusté al pH requerido y se

autoclavé durante 20 minutos a una atmoésfera de sobrepresion (121 °C).
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Tampones empleados

pHb5 Homo-Pipes 20 mM
pH5,5 Homo-Pipes 20 mM

pH7 Mops 20 mM

pH8 Tris-HC1 1M pH 8, 20 mM
pH 8,5 Ches 20 mM

1.3.1.3 Medios de cultivo para crecimiento con metales pesados
Para estudiar la tolerancia de los aislamientos a los metales pesados, se

emplearon las siguientes formas de metales: Na;HAsO; - 7H>O, CoCly, K2CrO;, CsCl,
CuSO; - 5HO, NiCl,, ZnSOs- 7H>O y CdCl. Se prepararon soluciones de estos
compuestos a diferentes concentraciones, segin los casos, y se esterilizaron por
filtracién. A continuacién, se prepararon placas de TY afiadiendo el volumen
correspondiente de cada metal al medio ya estéril y enfriado a aproximadamente 50 °C

para ajustar la concentracion final en la placa.

1. 3. 2 Medios de cultivo para Escherichia coli

Para cultivar las estirpes de E. coli se utiliz6 el medio rico de Luria-Bertani (LB).
Los cultivos liquidos se incubaron en agitacién a 180 rpm. Los medios se solidificaron,
cuando fue necesario, afiadiendo 20 g 1! de agar. En ambos casos la temperatura de

incubacién fue de 37 °C.

LB (Maniatis et al., 1982)

Extracto de levadura 5g

Triptona 10g

NaCl 5g

H>O destilada Completar hasta 11

El pH se ajusté a 6,8-7,0 y el medio se esterilizé en el autoclave durante 20 minutos a una
atmosfera de sobrepresion (121 °C).
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1. 4. 1.1 Conjugacion bacteriana

Conjugacion usando el plasmido pK18mob, pPBBRIMCS-2 y pGUS3

Se utiliz6 para transferir plasmidos desde distintas estirpes de E. coli a Ensifer.
Para ello, se mezclaron en un tubo eppendorf los siguientes cultivos:

- 800 pl de cultivo de las estirpes de Ensifer receptoras.

- 200 pl de un cultivo en fase logaritmica de la estirpe de E. coli donadora de los
plasmidos.

- 100 pl de un cultivo en fase logaritmica de la estirpe de E. coli, portadora del
plasmido pRK2013, que actué como coadyuvante en la transferencia de los
plasmidos.

A continuacion, la mezcla se centrifugé durante 5 minutos a 5000 g. El sobrenadante se
retir6 con cuidado y las células se resuspendieron en 200 ul de agua destilada estéril,
volviendo a centrifugar a 5000 ¢ durante 2 minutos, para retirar los restos de antibi6ticos.
Seguidamente, se retir6 el sobrenadante dejando alrededor de 75 ul para resuspender el
pellet y se coloco en forma de gota en una placa con medio TY sin antibitticos. La placa
se incub6 a 28 °C durante no més de 24 horas. La masa celular desarrollada se recogio y
se resuspendio en 1 ml de glicerol-peptona. Posteriormente se realizaron las diluciones
apropiadas para sembrar placas de TY con los antibidticos adecuados y asi seleccionar
las estirpes transconjugantes. Las colonias desarrolladas se purificaron por sucesivas

siembras en el mismo medio selectivo.

Conjugacion usando el plasmido pK18mobsacB

La construccién de mutantes por delecién se llevé a cabo utilizando el plasmido
pK18mobsacB. Las estirpes de Emnsifer, obtenidas por el método anteriormente descrito,

sensibles a sacarosa y resistentes a Km (simples recombinantes), se inocularon en TY y
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se incubaron durante alrededor de 4 dias en agitaciéon a 28 °C. Transcurrido ese tiempo,
se sembraron alicuotas de 100 pL, provenientes de diluciones seriadas del cultivo
crecido, en placas de TY con sacarosa y se incubaron a 28 °C. Una vez que las colonias
resistentes a sacarosa crecieron, se picaron en dos placas una con Km y la otra con
sacarosa. De esta forma se consiguieron los dobles recombinantes (sacarosa resistentes y

Km sensibles).

1. 4. 1. 2 Transformacioén de E. coli.

Células competentes de E. coli

Se preinocul6 una colonia de E. coli en 5 ml de medio LB con 4cido nalidixico, y
se crecid a 37 °C en agitaciéon durante toda la noche. Posteriormente, se inocularon 2,5
ml del cultivo crecido en 200 ml de medio LB, con el mismo antibiético, y se incub6 a 37
°C en agitacién hasta que la D.O. 600 nm fue de 0,4 - 0,5. El cultivo se enfrié en hielo
durante 15 minutos.

Transcurrido este tiempo, el cultivo se centrifugé a 3500 ¢ durante 10 minutos a 4 °C.
El sobrenadante se descarto y el pellet se resuspendi6é en 30 ml de la solucién fria TBE-I.
La mezcla se incub6 en hielo durante 10 minutos y se centrifugé a 3500 g durante 10
minutos a 4 °C. El sobrenadante se descarto y el pellet se resuspendi6 en 4 ml de la
solucion TBF-II fria. Se repartieron alicuotas de 75 ul en eppendorfs, se congelaron en

nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Soluciones empleadas

TFB-I AcK 3 M pH 5,8, MnCl> 1 M; CaCl. 1 M; RbCl 1 M; Glicerol 15%
TFB-II MOPS 1 M pH 7*, CaCl, 1M, RbCI 1 M, Glicerol 15%
Las soluciones se esterilizaron en el autoclave durante 20 minutos a una atmésfera de
sobrepresion (121 °C).

* No se autoclava. Se filtra y se afiade a la solucién previamente esterilizada en el autoclave.

Transformacion usando células competentes de E. coli

Las células de E. coli competentes se descongelaron en hielo durante 5 minutos.

Se afiadi6 el ADN plasmidico o la mezcla de ligacién a cada vial, se pipeted y se incub6
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en hielo durante 20 minutos. Posteriormente, se incubé durante 90 segundos en un bafio
a 42 °C y, una vez transcurrido ese tiempo, se incubé rapidamente en hielo durante 5
minutos. Se afiadié 1 ml de medio LB y se incub6 a 37 °C durante una hora. Tras la
incubacion, se centrifugé durante 30 segundos a 10000 g y se descarté el sobrenadante,
dejando alrededor de 75 pl, los cuales se usaron para resuspender el pellet. La mezcla se
sembré en placas de medio LB, con los antibidticos adecuados, y se incub6 a 37 °C

durante 24 horas.

Se centrifugaron 1,5 ml de un cultivo en fase estacionaria a 13000 g durante 1
minuto. El pellet se resuspendi6 en 570 1l de tampén TE y se afiadieron 6 pl de proteinasa
K (10 mg ml?) y 30 pl de SDS al 20%. La mezcla se incub6 durante toda la noche a 37 °C.
Posteriormente, se potenci6 el lisado de las células mediante el uso de una jeringuilla
por la que se pasé tres veces el contenido de la mezcla y se afiadié un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), que se mezcl6 manualmente mediante la
inversion repetida del tubo y se centrifugé a 13000 ¢ durante 5 minutos. La fase superior
acuosa donde se encuentra el ADN se transfirié a un nuevo tubo y se afiadié un volumen
de solucién cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) mezclando las dos fases por inversion
del tubo. Se centrifugé a 13000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente y la fase
superior (acuosa) se transfiri6 a un nuevo tubo. A continuaciéon, se procedié a la
precipitacion del ADN. Para ello, se afiadi6 0,1 volumen de acetato sédico 3M y 0,8
volimenes de isopropanol, se mezcl6 suavemente y se dejo precipitar a -20 °C durante
toda la noche. Al dia siguiente, se centrifugé a 13000 ¢ durante 20 minutos. Se elimin6 el
sobrenadante, el pellet se lavé con 500 pl de etanol al 70% (v/v) y se centrifugé a 13000
g durante 4 minutos. Finalmente, se dej6 secar el precipitado de ADN a temperatura

ambiente durante 30-40 minutos y se resuspendi6 en 100 pl de tampén TER.

Soluciones empleadas

TE Tris HC1 10 mM pHS8, EDTA 1 mM

TER Tris HCI 10 mM pHS8, EDTA 1 mM, ARNasa 50 pg ml!
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Ademas de este método manual, para la extracciéon del ADN total de las bacterias
se utilizo el kit Quantum prep Aquapure Genomic DNA isolation kit (Bio-Rad, EEUU),

cuando fue necesario, siguiendo las instrucciones del fabricante.

La extracciéon de ADN plasmidico se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por
Sambrook et al. (1989), con ciertas modificaciones. Se centrifugaron 1,5 ml de un cultivo
en fase estacionaria a 13000 ¢ durante 1 minuto. Tras la centrifugacion, se deseché el
sobrenadante y el sedimento celular se resuspendi6 en 100 ul de solucion I utilizando un
vortex. A continuacion, se afiadieron 200 pl de solucién I1 'y se mezcl6 invirtiendo el tubo
varias veces hasta que la mezcla se clarificé. Posteriormente, se afiadieron 150 pul de
solucion III y se mezcl6, para después centrifugar a 13000 ¢ durante 10 minutos. El
sobrenadante se pas6 a un tubo vacio y se afadi®6 un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Se mezclé mediante voértex y se centrifugéd
a 13000 g durante 5 minutos. La fase superior, acuosa, se pasé cuidadosamente a otro
tubo con un pipeta y se le afiadi6 un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).
Se volvi6 a mezclar y se centrifugé a 13000 ¢ durante 5 minutos. La fase superior se pasé
cuidadosamente a otro tubo y se le afiadieron 2,5 volimenes de etanol absoluto. La
mezcla se mantuvo a -80 °C durante al menos 20 minutos para que el ADN precipitara y
se centrifugé a 13000 g durante 20 minutos. El precipitado se lav6 con etanol al 70%, se

dejo secar y se resuspendi6 en 20 ul de tampon TER.

Soluciones empleadas

Soluciéon I Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8, EDTA 10 mM pH 8
Solucion IT* NaOH 0,2 M, SDS 1% (p/v)
Solucion III Acetato potasico 5 M [60% (v/ V)], acido acético glacial 11,5%
(v/v)
Tampén TER Tris-HC1 10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8, ARNasa 50 pg ml-

1

* Preparar en el acto

La extraccion de plasmidos también se realiz6, cuando fue necesario, utilizando
los kits NucleoSpin Plasmid Quick Pure (Macherey-Nagel, Alemania) y GenElute

Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, EEUU).
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Para la obtencion de ARN total de E. meliloti se utiliz6 el kit RNase-free DNase
de Quiagen. Se tomaron 12 alicuotas de 1,5 ml de cada cepa o condicién a evaluar. Las
células se centrifugaron y tras retirar el sobrenadante, se lavaron con una solucién de
sarkosyl al 0,1% en tampén TE. A continuacién, se congel6 el pellet en nitrégeno liquido
y se guardo a -80 °C.

1. En el momento de su uso se descongelaron en hielo 4 viales de células por cada cepa
o condicién y se afiadieron 100 pl de una solucién de lisozima 4mg ml* en tampén TE,
se mezclé mediante vortex y se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos.
2. Se afiadieron 350 pl de tampén RLT al que previamente se le habian adicionado 10 pl
ml! de B-mercaptoetanol. Se mezclé por inversién manual y se centrifugd 5 minutos a
13000 rpm para eliminar los restos celulares.
3. Se recogio el sobrenadante y en él se afiadieron 250 pl de etanol absoluto y se mezcl6
por inversién manual.
4. Por cada columna de purificacién se pasaron 2 viales, centrifugando 30 segundos a
13000 rpm y eliminando el sobrenadante cada vez.
5. A continuacién se lavé cada columna con 750 pl de solucién RW1 y se centrifugé a
13000 rpm durante 30 segundos.
6. Tras cambiar las columnas a nuevos tubos de recoleccion, se lavé la columna dos veces
afiadiendo 500 pl de tampén RPE y centrifugando a 13000 rpm durante 30 segundos.
7. Los restos de solucién se eliminaron centrifugando las columnas a 13000 rpm durante
2 minutos.
8. La columna de purificacién se colocé en un nuevo tubo de microfuga y se afiadieron
30 pl de H2O libre de ARNasa. Se incubé durante 1 minuto a temperatura ambiente para
hidratar la resina y se centrifugé 1 minuto a 13000 rpm. Este paso se repiti6, y se mezcl6
el ARN procedente de las dos extracciones realizadas para cada muestra hasta obtener
un volumen final de 120 pl.
9. Al volumen total obtenido (120 pl) se afiadieron 14 pl de solucién tampén RDD
(RNaase free DNAse set, Quiagen) y 6 pil de ADNasa. La mezcla se incub6é durante dos
horas a 28 °C.
10. A continuacion a los 140 pl de solucién que contenian el ARN se afiadieron 490 pl de
la soluciéon RLT con (B-mercaptoetanol, 350 pl de etanol absoluto y se mezclé por
inversion.
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11. La solucién se pasé por una columna RNeasy para retener el ARN (13000 rpm
durante 30 segundos) y se continué con su lavado.

12. La columna se lavé con 350 pl de solucion RW1 y se centrifugé a 13000 rpm durante
30 segundos.

13. La columna se lav6 dos veces afiadiendo 500 pl de tampén RPE centrifugando a 13000
rpm durante 30 segundos.

14. Los restos de solucién se eliminaron centrifugando las columnas a 13000 durante 2
minutos.

14. Finalmente, se afiadieron 25 pl de agua libre de ARNasa sobre la resina de la columna.
Esta se dejo hidratar por un minuto a temperatura ambiente y se centrifugé durante 30

segundos a 13000 rpm. Este paso se repitié dos veces para obtener un volumen final de

ARN de 50 pl.

Se utilizaron las endonucleasas de restriccién suministradas por Roche (Suiza) y
New England Biolabs (EEUU). En todos los casos se siguieron las instrucciones del
fabricante. La eficiencia de la restriccion se comprob6 mediante electroforesis en gel de

agarosa.

Se llevo a cabo en geles de agarosa entre el 0,8% y el 2% (p/v), dependiendo del
peso molecular de la banda que se quisiera separar, pretefiidos con bromuro de etidio
y en tampén TAE 0,5X (Maniatis et al., 1982). Las muestras de ADN mezcladas con el
tampon de carga se afiadieron a los pocillos del gel. Como patrones de referencia se
usaron diferentes marcadores de peso molecular, como el ADN del fago A digerido con
la enzima de restriccion HindlIlIl. La electroforesis se llevé a cabo utilizando el aparato
Mupid-One (Advance, Japén) a 50 6 100 V. Las bandas se visualizaron en un
transiluminador de luz UV a 260 nm. Las imagenes se capturaron utilizando el aparato
de captaciéon de imédgenes Gel Doc 2000 (Bio-Rad, EEUU) y analizandolas con el
programa informatico Quantity One (Bio-Rad, EEUU).
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Soluciones empleadas

Tampén TAE Tris-HCI 30 mM, 0,002% (v/v) EDTA 0,5M pH 8, acido
acético glacial 0,00114% (v/v). Ajustar el pH a 8
Tampon de carga Azul de bromofenol 0,25% (p/v), xileno cianol FF

0,25% (p/Vv), glicerol 30% (v/v)

Para recuperar el ADN de un gel de agarosa se cort6é la porciéon de éste que
contenia la banda de interés. El ADN se purific6 mediante el kit NucleoSpin Extract

(Macherey-Nagel, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Si la endonucleasa origina extremos 5° monocatenarios, éstos se pueden convertir
en bicatenarios mediante la actividad polimerasa del fragmento Klenow de la ADN
polimerasa I de E. coli en presencia de desoxinucle6tidos trifosfatos (ANTP). Al igual que
si tras la digestion con una determinada enzima de restricciéon se obtienen extremos
cohesivos y se necesita hacerlos romos. Para ello, tras la digestiéon del ADN con la enzima
adecuada en un volumen final de 20 pl, se afiadi6 1 pl de una soluciéon de dNTP a una
concentraciéon de 1 mM y 1 unidad de la enzima Klenow. La reaccién se incub6 durante
15-20 minutos a 37 °C. Posteriormente, se inactivaron las enzimas presentes en la

reaccion calentando a 75 °C durante 10 minutos o mediante fenolizacion.

Para clonar un fragmento de ADN en un vector, los fragmentos de ADN
previamente digeridos con la(s) enzima(s) de restriccion adecuada(s), tratadas con fenol
y precipitadas con etanol absoluto, se mezclaron en las proporciones adecuadas y se les
afiadi6 1/10 del volumen final del tampoén de ligacion y 1 ul (1 U pl-) de la ligasa de T4
(Roche, Suiza; New England Biolabs, EEUU). La mezcla se incub6é durante un minimo
de 1 hora a temperatura ambiente. Los productos de la reaccién se utilizaron para

transformar células competentes mediante los métodos descritos anteriormente.

Se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por Saiki (1990). Los programas usados en

cada caso siguen el siguiente esquema comun:
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1. Desnaturalizacién del ADN a 95 °C durante 5 minutos.

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

3. Union de los cebadores al ADN de cadena simple a la temperatura recomendada

por el fabricante (IDT Corporation, EEUU) durante 30 segundos.
4. Polimerizacion del ADN a 72 °C, variando el tiempo de polimerizacién en funciéon
del tamafio del fragmento de ADN a amplificar y de la polimerasa que se use.

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

6. Polimerizacion del ADN a 72 °C durante 5 minutos.
El volumen de la mezcla de reaccién varié dependiendo del experimento. Como norma
general, 20 pl de mezcla reaccién contenian los cebadores adecuados a una concentracién
de 0,2 pM, dNTP a 0,2 mM, tampén de PCR 1X y 0,1 U de la enzima polimerasa. Las
polimerasas usadas fueron: Taq polimerasa (New England Biolabs, EEUU), iTaq
(Invitrogen, EEUU) y Velocity DNA polimerasa (Bioline, Inglaterra).
Los cebadores utilizados para la amplificacién de fragmentos de ADN para su posterior
clonacién (Tabla 2) fueron disefiados con una longitud aproximada de 20 pb.
Los cebadores utilizados para ensayos de gPCR (Tabla 4) se disefiaron teniendo en
cuenta que la longitud del amplicén estuviera comprendida entre 140 y 180 pb.
En ambos casos, éstos fueron disefiados manualmente teniendo en cuenta las siguientes
caracteristicas:

a. El porcentaje de G + C estuviera comprendido entre 55-65%
b. La temperatura de fusion (Tm) estuviera comprendida entre 55-65 °C.

c. Elno autopareamieno de los cebadores.

Tabla 2. Cebadores utilizados en esta Tesis para amplificar fragmentos de ADN o para
secuenciacion.

NOMBRE SECUENCIA (5'- 3) pb (T(“:‘) REFERENCIA
LacZint-R GCCTCTTCGCTATTACGCCA 20 573 J.M. Vinardell
616-F AGAGTTTGATYMTGGCTCAG 20 521 ! ur;tsiggg et
1522-R AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 20 614 DA
519-R GTTTCAGCMGCCGCGGTAATW 21 60,1 Laq‘;g’é aL.
907-R CCCCGTCAATTCATTTGAGTTT 21 55 Muylzgé;t a.
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NOMBRE SECUENCIA (5'- 3') pb (T(“;) REFERENCIA
ERICIR ATGTAAGCTCCTGGGGAT 18 57  Versalonicet
al., (1991)
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGGTGAGC 22 589 Vilr Sjllogr;f)et
gInII12-F YAAGCTCGAGTACATYTGGCT 21 553 Vmuz%%asﬁt al.,
gInI1689- TGCATGCCSGAGCCGTTCCA 20 649 Vinuesactdl,
R 2005b
nodAext-F CGGGTACACACCACTCTCG 19 575 Esta Tesis
“Odﬁe"t' TCCCGTAATCGCAGTTGCTC 20 575 Esta Tesis
nodC-F AYGTHGTYGAYGACGGTTC 19 545 Lag“;gg*let al.,
nodC-R CGYGACAGCCANTCKCTATTG 21 572 Lag“;;g‘;et al.,
Cadégzm AAGATCGACACGGCCGTAAG 20 572 Esta Tesis
Cadél—{zm CGTTGATCGTCACCAGGACA 20 571 Esta Tesis
S L CTCGTTCGAGGCTTTCCGAT 20 572 Esta Tesis
medic-F
cadA_164
1Emedic- CACCAGGATCTCCACCTTCAA 21 56,6 Esta Tesis
R
FGPS1490 TGCGGCTGGATCACCTCCTT 20 61,4 Na"irgrg;t al,
FGPL132 CCGGGTTTCCCCATTCGG 18 589  lonsonnety
Nesme, 1994
“°1§1;252 CACTATCGGCGGAATCGACA 20 57 Esta Tesis
“°1§R252 GTGTGGAGCCCGTAAACAGA 20 572 Esta Tesis
nolG+27F CATGGTACCATCATCGAGGGCATCTG .
29 57 Esta Tesis
-Kpnl AGG
nolG+40R ATCTCTAGACGTCCGAAAGGGAAATC . Eeta Tesic
-Xbal TCATG
nolG+27F -\ 1T cGAGATCATCGAGGGCATCTG .
-Xhol- 29 57 Esta Tesis
: AGG
Smedic
nodN+39F GCTGGTACCAGCCAGGATCAGTTAGG .
29 57 Esta Tesis
-Kpnl GAC
nodN+129 TCCTCTAGATTCCAATCCCATTCCCTT .
29 57 Esta Tesis
R- Xbal GC
nolGsecFl CATGTTIGTCGTCAGCCTGC 20 57 Esta Tesis

623-1642
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Tm

NOMBRE SECUENCIA (5'- 3) pb e REFERENCIA
nollﬁ ;g;Fg TGAACGCAGAACTGACAAAGG 21 556  Esta Tesis
nolGsecR _
1339.1300 GAAACACAGCGACGATGCAC 20 571  Esta Tesis
nolGsecR _
20542035 ATGTGATCGGAGATCCGTCG 20 565  Esta Tesis

Tabla 3. Cebadores utilizados en esta Tesis para amplificar fragmentos de ADN para la
mutagénesis in vitro por delecién mediante PCR solapante.

NOMBRE SECUENCIA (5°- 3) pb Tm (°C) REFERENCIA
nolG-AF- CGCGAATTCCCCAACTGATG 30 54 Esta Tesis
EcoRI ACTATTGTCG
nolG-BR TCATGCACGCGACCCCCTCAG 20 49 Esta Tesis
ATGCCCT
nolG-CF  AGGGCATCTGAGGGGGTCGC 28 52 Esta Tesis
GTGCATGA
nolG-DR- AGGAAGCTTTCCTGGACGGA 29 58 Esta Tesis
HindIII CATTTCCAC

Esta técnica se realiz6 digiriendo el producto de PCR deseado con la enzima
adecuada suministrada por Roche (Suiza) o New England Biolabs (EEUU). La digestién
se hizo siguiendo las instrucciones del fabricante y posteriormente, para ver el perfil de
bandas obtenido, se realiz6 electroforesis en gel de agarosa al 2% con una intensidad de
100 V durante 30 minutos, parando la electroforesis cada 10 minutos para captar la

imagen de la progresiva separacion de las bandas.

Esta técnica esta basada en el método de Griffits y Long (2008), con algunas
modificaciones. Se realizaron los siguientes pasos de amplificacién por PCR:
1.-Amplificacién de fragmentos de 500 pb de longitud, de las regiones flanqueantes al
gen que se desea mutagenizar. Para ello, se afiadié en un volumen de 20 pl: 10 ng de
ADN genémico, 0,2 pM de cada cebador (cebadores A y B para la PCR de la regién
flanqueante derecha y cebadores C y D para la PCR de la region flanqueante izquierda;
Tabla 3); 0,2 mM de dNTP y 0,1 U de una polimerasa de alta fidelidad. Se sigui6 el
esquema general descrito anteriormente para la programacion del termociclador.

2.- PCR solapante usando como ADN molde ambos productos amplificados en el paso
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anterior. A la mezcla de 20 ul de reaccién se le afiadieron 2 ng de cada fragmento de
ADN molde, 0,2 pM de los cebadores A y D; 0,2 mM de dNTPs y 0,1 U de la polimerasa.
Esta PCR comenz6 con dos ciclos en los que las temperaturas de desnaturalizacion y
polimerizacién fueron menores que la que se establece en el esquema general. De esta
forma se favorecié que los dos fragmentos que se usaron como ADN molde se
mantuvieran unidos. A continuacién, se dieron 35 ciclos como sigue el esquema de PCR
que se describe anteriormente. Un esquema de este método de delecion se muestra en la
Figura 12.

El amplicén obtenido en este tiltimo paso, que contiene las regiones flanqueantes
al gen delecionado, se cort6 con las enzimas EcoRI y HindIIl y se cloné en el plasmido
pK18mobsacB para su posterior transformacioén en E. coli y conjugacioén con la estirpe E.
meliloti ORT12, obteniéndose la estirpe mutada por delecion mediante doble

recombinacién y seleccion en medio suplementado con la concentracién de sacarosa

adecuada.
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Figura 12: Esquema de la mutagénesis in vitro por delecién mediante PCR solapante.
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Se empled un sistema no radiactivo que se basa en el marcaje al azar de ADN
con digoxigenina-UTP y la deteccion de los hibridos ADN:ADN-digoxigenina
mediante enzimoinmunoensayo. Para esta deteccion se utiliz6 un anticuerpo conjugado
(antidigoxigenina conjugado con la enzima fosfatasa alcalina). El resultado de la

hibridacién se obtuvo por reacciéon colorimétrica en el mismo filtro de hibridacion.

Transferencia del ADN a filtros de nylon

Una vez realizada la electroforesis en gel de agarosa, los fragmentos de ADN,
junto con el marcador de peso molecular marcado con digoxigenina (Roche, Suiza), se
transfirieron a filtros de nylon (Southern, 1975) Hybond-N (Amersham Biosciences,
Inglaterra). Para ello, el gel, inmediatamente después de la electroforesis, se sumergio
en HCI 0,25 M durante 20 minutos con agitaciéon suave. Posteriormente, se lavé con
agua destilada y se mantuvo en una solucién de desnaturalizaciéon durante 30 minutos
en agitacién. La transferencia del ADN a los filtros se realiz6 por presion durante
aproximadamente 15 horas en presencia del tampoén de transferencia alcalino.
Transcurrido ese tiempo, el filtro se lavé en SSC 2X durante 5 minutos. Finalmente, el

ADN se fij6 al filtro por exposicion a la luz ultravioleta durante 2,5 minutos.

Soluciones empleadas
SSC 20X NaCl 2,1 M, citrato de sodio 0,3 M. Ajustar el pH a7
Solucién de desnaturalizacion NaCl1,5M, NaOH 0,5 M

Tampon de transferencia ~ NaCl 1,5M, NaOH 0,25 M
alcalino

Marcaje de la sonda

El marcaje de la sonda se realiz6 mediante una PCR en la que se afiadi6 a la

mezcla normal de PCR, 1 pl de dNTP 10X que contiene UTP marcado con digoxigenina.

68



Hibridacion de la sonda al ADN del filtro

Al filtro de nylon se le afiadi6 la solucién de prehibridacién (entre 1 y 10 ml,
dependiendo del tamario del filtro), que contenia esperma de salmén (100 pg ml-)
previamente desnaturalizado por calor (95 °C durante 10 minutos y 5 minutos en hielo).
El filtro se prehibridé con esta soluciéon incubandolo de 2 a 6 horas a 42 °C (en
condiciones de homologia entre la sonda y la muestra a hibridar). Transcurrido este
tiempo, se retir6 la soluciéon de prehibridacién y se afiadié la sonda, previamente
desnaturalizada por calor (95 °C durante 10 minutos y 5 minutos en hielo) y diluida en
2,5 ml de soluciéon de prehibridacién. El filtro se incubé con esta nueva solucién
durante toda la noche a 42 °C. Transcurrido este tiempo, se procedi6 a lavar el filtro. Se
lavé dos veces con una solucién de SSC 2X, SDS 0,1% durante 5 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, se lavé otras dos veces con SSC 1X, SDS 0,1% durante 5
minutos a temperatura ambiente y, por tltimo, se realizaron dos lavados mas con SSC

0,1X, SDS 0,1% durante 15 minutos a 68 °C.

Soluciones empleadas

SSC 20X NaCl 2,1 M, citrato de sodio 0,3 M. Ajustar el pH a7
SDS 20%a SDS 200 g 11

Solucioén de 100 m1 SSC 20X (v/v); 0,4 m1 SDS 20% (p/v); 100 ml
prehibridacionb agua Milli-Q; 20 g de reactivo de bloqueo (Roche); 0,4 g

N-laurilsarcosina
a Calentar 800 ml de agua destilada, anadir el SDS, ajustar el pH a 7,2 y enrasar a 1 1 con agua
destilada.
b Disolver el reactivo de bloqueo con agitaciéon magnética y calor y afiadir el mismo volumen de
formamida desionizada. Se almacena a -20 °C.

Deteccién inmunolégica

Después de realizar los lavados, el filtro se incub6é durante 5 minutos en 100 ml
de tampon 1 a temperatura ambiente y en agitacién, para eliminar los restos de SDS.
Posteriormente, los filtros se introdujeron en bolsas de hibridaciéon junto con 10 ml de
tampon 2 y se incubaron durante 90 minutos a temperatura ambiente con agitacién
suave. A continuacion, se retiré el tampén 2 y se cambié por una nueva solucién de

tampoén 2 que contenia el anticuerpo antidigoxigenina en una proporcién de 1:5000
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(v/v). El filtro se incub6 en esta soluciéon durante 45 minutos a temperatura ambiente
con agitacién suave. Para eliminar el anticuerpo no fijado, el filtro se extrajo de las bolsas
y se lavo dos veces durante 15 minutos en 100 ml de tampoén 1 a temperatura ambiente
con agitaciéon. Finalmente, el filtro se equilibré en 50 ml de tampoén 3 durante 5 minutos.
Para visualizar el resultado se us6é un método colorimétrico que consiste en introducir
los filtros en bolsas de hibridacién herméticamente selladas junto con una solucién de
revelado. Las bolsas se incubaron a temperatura ambiente y en oscuridad hasta que el
resultado de la hibridacién fuera claramente visible. Posteriormente los filtros fueron

lavados con agua destilada y se secaron al aire.

Soluciones empleadas

Tampoén 1 Tris-HCl 100 mM pH 8 y NaCl 150 mM
Tampoén 2 Reactivo de bloqueo al 2% (p/v) disuelto en tampén 1
Tampén 3 Tris-HC1 80 mM pH 9,5; NaCl 100 mM y MgCl» 50 mM

Solucién de revelado 66 ul de soluciéon NBT (75 mg ml-! de nitroazul tetrazolio
en dimetilformamida al 70%), 66 ul de solucion BCIP (50
mg ml! de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato en
dimetilformamida al 100%) en 10 ml de tampén 3

* Disolver el reactivo de bloqueo con agitacién magnética y calor. Almacenar a 4 °C.

La secuenciacion del ADN se llevd a cabo en los servicios de secuenciacion de la

empresa STAB VIDA (Portugal).

La homologia de las secuencias se realizo utilizando el algoritmo BLAST
(Altschul y col., 1990). Este algoritmo de busqueda utiliza una secuencia de fragmentos
cortos de la secuencia analizada para encontrar secuencias homologas entre bases de
datos de ADN. Se emple6 la interfase disponible en el NCBI (National Centre for
Biotechnology Information) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast. Las secuencias del
gen ARNr 165 se analizaron en la base de datos Ez-Taxon
(http:/ /www.ezbiocloud.net/eztaxon).

Los alineamientos de las secuencias obtenidas con las secuencias a comparar, se hicieron

con el programa Clustal X (Thompson et al., 1997). Los andlisis filogenéticos y de
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evolucién molecular se hicieron usando el programa MEGA version 4 (Tamura et al.,
2007); con tres algoritmos diferentes para realizar el arbol, maximum-likelihood,
(Felsenstein, 1981), maximum-parsimony (Kluge y Farris, 1969) y neighbour-joining

(Saitou y Nei, 1987).

1.4.16.1 Comprobacion de la integridad del ARN

Previamente al uso del ARN para la sintesis del ADNC, se comprobd su
integridad. Para ello, se mezclaron 2 ul de ARN, 1 pl de H>O y 3 pl de tampoén de carga
con bromuro de etidio. Esta mezcla se incub6 10 minutos a 65 °C y después se mantuvo
5 minutos en hielo. Posteriormente se carg6 en un gel de agarosa al 1,4% (p/v) y se corrié

una electroforesis durante 15 minutos a 120 V.

1.4.16.2 Sintesis de ADNc para RT-gPCR

La sintesis de ADNc para RT-gPCR se realizé desde las muestras de ARN total
siguiendo el protocolo que se describe a continuacion:
1. Se mezclaron 1 pg de ARN total, 1 pl de una solucién conteniendo 100 ng pl-! de una
mezcla de cebadores (Random Primers, Roche), 1 pl de una mezcla 10 mM de dNTP y
se completo el volumen hasta 12 pl con agua MilliQ.
2. La muestra fue incubada a 65 °C durante 5 minutos y transferida inmediatamente a
hielo.
3. Se afiadieron 5 pl de tampon de sintesis 5x (First-strand, Invitrogen), 2 pul de 0,1 M DTT
y 1 pl de inhibidor de ARNasa (40 U pl-, Protector RN Ase inhibitor. Roche)
4. La mezcla se incubé a 25 °C durante 2 minutos, se afiadi6é 1 pl de reverso transcriptasa
(Superscript II reverse transcriptase, 200 U pl, Invitrogen) y se incub6 a 25 °C durante
10 minutos para la unién de los cebadores y, posteriormente, 50 minutos a 42 °C para la
sintesis de ADNCc.
5. Finalmente para inactivar la enzima y parar la reaccion se someti6 a la mezcla a 65 °C

durante 10 minutos.
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1.4.16.3 Reaccion de amplificacion para la cuantificacion de la expresion génica relativa.
RT- gPCR
La amplificacién de los fragmentos de ADNc para la cuantificacién de los niveles

de ARN mensajero se realizé utilizando iQ Supermix ADN polimerasa de BioRad. Las
reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador IQ de BIORAD. La mezcla
para la reaccién contenia: 1ul de ADNc, 0,5 pl de los cebadores especificos del gen a
estudiar a una concentraciéon de 10 uM, 12,5 pl de iQ Supermix y 10 ul de agua MilliQ.
El programa estandar de amplificacién consistié en un ciclo de desnaturalizacién inicial
a 95 °C durante 3 minutos, precedido de 35 ciclos de amplificacién y cuantificaciéon de 30
segundos a 95 °C, 45 segundos a 55 °C y 45 segundos a 72 °C. A continuacion, se llevaron
acabo 1 ciclo de 1 minuto a 95 °C, otro ciclo de 1 minuto a 70 °C y 90 ciclos de 10 segundos
a 55 °C. Terminada la reaccién se realiz6 un andlisis de la curva de Melting o curva de
fusién para la determinacién de la formacién de productos especificos. En la tabla 4. se

muestran los cebadores utilizados en RT-gPCR en esta Tesis.

Tabla 4. Cebadores empleados en RT-gPCR.

CEBADOR SECUENCIA pb Tm (°C) Referencia
rRNASm-F TCTACGGAATAACGCAGG 18 54 Esta Tesis
rRNAa-Ret-R GTGTCTCAGTCCCAATGT 18 54 Esta Tesis
qnodA-F CGGTGCTTTGACTCCAAC 18 56 Esta Tesis
qnodA-R TTCACCTCTGCGATGCTC 18 56 Esta Tesis
qnolG-F2 CACAGCAGTCAAAGGAGG 18 56 Esta Tesis
qnolG-R2 ATCCGACCACTTCCGAAC 18 56 Esta Tesis
qnodN ORT12F TTCAGCGGTATGCCGAAG 18 56 Esta Tesis
qnodN ORT12R CAACCGTCACGTTGTAGG 18 56 Esta Tesis

1. 5 Métodos utilizados en el estudio de las bacterias

1.5.1 Medida de la actividad B-galactosidasa

Se realizaron ensayos de actividad {-galactosidasa (B-gal) para cuantificar la
actividad de diversos genes en estudio. Para ello se emple6 el método desarrollado por
Miller (1972). Brevemente, a partir de cultivos bacterianos en fase exponencial se

reinocularon tubos con 3 ml de YM liquido (suplementado con flavonoides cuando fue
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necesario) que se dejaron crecer hasta alcanzar una D.O. 660 nm de 0,2-0,3 (inicio de la
fase exponencial). Se tomaron muestras de 200 pl de estos cultivos que se mezclaron con
800 ul de tampoén Z, 20 pl de cloroformo y 10 pl de SDS al 0,1% (p/v). La mezcla se agit6
vigorosamente durante 15 segundos para favorecer la lisis celular. A continuacién se
afladieron 200 ul de ONPG (4 mg ml! en tampoén Z) y se dejé incubando a 28 °C hasta
que la mezcla adquiriese un tono amarillo. En este momento la reaccién se detuvo
afladiendo 500 pL de Na,COs; 1 M y se midi6 la D.O. 420 nm.

La actividad B-galactosidasa en unidades Miller se calculé mediante la siguiente

férmula:
U (Miller) = 1000 x DO42
DOeseo x t (min) x V células (ml)

donde ¢ es el tiempo transcurrido desde la adicién de ONPG hasta que se detuvo

la reaccién.

Tampon Z

Na;HPO;-H,O 16,68 g
NaH,PO4.-H,O 6,24 ¢

KCl 075 g
MgSO,.7H>O 025¢g

H>O destilada Completar hasta 11

El pH del tampo6n se ajusté a 7,0.

Extraccion de los LPS

Se sigui6 el método descrito por Képlin et al. (1993). Tubos con 3 ml de TY fueron
inoculados con las estirpes en estudio y se dejaron crecer en agitaciéon a 28 °C durante
tres dias (fase estacionaria). Se tomaron 1,5 ml de estos cultivos y se centrifugaron a 8000
rpm durante 5 minutos. Los sobrenadantes fueron extraidos con una pipeta y se

desecharon. Los sedimentos que contienen las células fueron resuspendidos en 1 ml de
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NaCl al 0,9%; se centrifugaron de nuevo a 8000 rpm durante 5 minutos y se lavaron tres
veces con NaCl 0,9%. En el altimo lavado se eliminaron cuidadosamente los restos de
NaCl y las células se lisaron afiadiendo 125 ul de tampoén I, agitandolas vigorosamente
e hirviéndolas durante 6 minutos. Transcurrido este tiempo, se dejaron enfriar las
muestras, se les afiadi6 875 pl de tampén Il y se trataron con 3 pl de ARNasa (10 mg ml-
1) y 10 pyl de ADNasa (1 mg ml?), dejandolas incubar durante 4 horas a 37 °C.
Posteriormente, se trataron con 10 pl de proteinasa K (10 pg ml?) dos veces, incubandolas
a 37 °C durante 24 horas en cada tratamiento. A las muestras, con las células ya lisadas,
se les afiadi6 tampon de resuspension en proporcion 1:1, se mezclaron bien y se hirvieron
durante 6 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 13000 rpm durante 7 minutos y se

tomaron 600 pl del sobrenadante. Las muestras finales se almacenaron a -20 °C.

Soluciones empleadas
Tampén I (LPS) Tris-HC1 60 mM, SDS 2%, EDTA 1 mM pH 6,8
Tampoén 11 (LPS) Tris-HCl 60 mM, EDTA 1 mM pH 6,8

Tampon de resuspension (LPS) 5,9 ml de tampoén I; 4 ml de glicerol; 0,8 ml de f-
mercaptoetanol; azul de bromofenol al 0,05% (p/v)

Electroforesis de LPS (SDS-PAGE)

La electroforesis de los LPS se realiz6 en un gel de poliacrilamida
unidireccional, en el tanque MiniProtean™ II (BIO-RAD, CA) a 200 V durante 45-60

minutos.

Tincion de los LPS

Los geles se sumergieron en soluciéon de fijacién durante al menos 3 horas en
agitacion. Transcurrido ese tiempo se cambié la solucion de fijaciéon por otra de
oxidacion y se dejoé en agitacion durante 10 minutos y oscuridad. Posteriormente se
hicieron 5 lavados con agua destilada de 5 minutos y se tifieron con solucién de tincién
durante 30 minutos en oscuridad total. Tras un par de lavados breves con abundante

agua destilada, los geles se revelaron con solucién de revelado. La reaccién se detuvo
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lavando los geles con agua destilada cuando se distinguieron con claridad las bandas

correspondientes a los LPS.

Soluciones empleadas

Solucién de fijacion* Etanol 50% (v/v), acido acético glaciar 12,5% (v/v)

Solucion de oxidacion*  Solucién de fijaciéon con NalOs al 0,7% (p/ V)
Solucién de tinciéon* AgNOs30,1% (p/Vv)
Solucién de revelado* NaxCO3 3% (p/v); 35 ul/100 ml de formaldehido 35%.

*Las soluciones se completaron con agua tipo MilliQ.

Se realiz0 segun el método descrito por Patten y Glick, (2002). Se estudio la
producciéon de 4cido indol acético (AIA) creciendo las bacterias en medio YM
suplementado con triptéfano (1 g 111). El ensayo se realizé en placas de multipocillos
utilizando el reactivo de Salkowski. En cada pocillo se pusieron 100 pl de reactivo de
Salkowski y 100 pl del sobrenadante del cultivo en fase estacionaria de cada uno de los
aislamientos, asegurandonos de mezclar bien. Se dej6 desarrollar la reaccién (unos 30
minutos aproximadamente) hasta la aparicion del color. Posteriormente, se midi6 la D.O.
535 nm. En paralelo se realiz6 una recta de calibrado con concentraciones conocidas de

AIA, lo que permiti6 cuantificar el AIA producido por estas bacterias.

Soluciones empleadas

Reactivo Salkowski (Bric et al., H2SOsal 98% 150 ml, H20 destilada.250 ml, FeClz 0,5 M
1991) 7.5 ml

Esperar a que la reaccién del acido y el agua se enfrié antes de afiadir el cloruro férrico. Conservar
a4°C.

Se empled el método descrito por Shekhar, (1999). Se obtuvieron cultivos de cada
aislamiento en medio YM a D.O. 600 nm igual a 1y se dispusieron gotas de 10 pl de esos
cultivos sobre placas de medio NBRIP, conteniendo fosfato tricilcico como fuente de
fésforo. Las placas se incubaron durante 10 dias a 28 °C y posteriormente se midi6 el
didametro formado por el halo de solubilizacién. Asi se pudo comparar la capacidad

solubilizadora de los distintos aislamientos
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Parala obtenciéon de Al de los sobranadantes de cultivos bacterianos, las bacterias
en estudio se crecieron en 5 ml de medio YM o TY, a 28 °C, en agitaciéon durante el tiempo
adecuado y, tras ello, se centrifugaron los cultivos y se tomaron los sobrenadantes para

posteriores ensayos.

Para la deteccién de Al producidos por las tres estirpes bacterianas se llevaron a
cabo ensayos de difusion en placa de Petri usando al biosensor A. tumefaciens
NT1(pZRL4) tal y como se describe por Cha et al. (1998). El método consisti6 en colocar
cilindros metalicos de 0,8 cm de didmetro por 1 cm de altura previamente esterilizados
en placas de Petri sobre las que se dejo solidificar medio YM con agar. Acto seguido se
afiadi6 a cada placa 4 ml de agar de cobertera con 400 ul de cultivo crecido hasta fase
estacionaria del biosensor A. tumefaciens NT1 (pZRL4) y 40 ul de X-Gal (20 mg/mL).
Después de solidificarse se retiraron los cilindros metdlicos y en cada pocillo se
afladieron aproximadamente 200 pl de los sobrenadantes bacterianos obtenidos

previamente. Las placas se incubaron 48 horas a 28 °C.

1.5.7.1 Método del parche

Se emplearon placas de TY con las siguientes formas de metales: Na2HAsO; -
7H>0, CoCl,, K2Cr20y;, CsCl, CuSOs - 5H>O, NiCly, ZnSO, - 7H>O, CdCly, como se explico
anteriormente. A continuacién, se inocularon gotas de 10 pl de cultivos al final de la fase
logaritmica de las bacterias diluidos 10 veces, hasta una D.O. de 0,1. Las placas se
incubaron durante 5-7 dias a 28° C, estableciendo la concentraciéon minima inhibitoria

(CMI) como la mas baja a la cual no se producia crecimiento de las estirpes.

1.5.7.2 Método de difusién en disco
La resistencia a metales pesados se analizé también mediante el método de
difusién en disco de Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966). Para ello, se inocul6é un cultivo

bacteriano en profundidad en placas de medio TY mezclando 2 ml de cultivo (D.O. 600

76



nm ~ 0,6) con 25 ml de medio TY (1% agar) templado. Una vez solidificado el medio, se
dispusieron sobre el mismo, discos de papel de filtro de 6 mm de didmetro a los que se
afladieron 5 pl de diferentes concentraciones de NiCl, CoCl,, CuSOs, ZnSO4 y CdCl..
Las placas se incubaron a 28° C durante 2 dias y se midieron los didmetros (mm) de las

zonas de inhibicién alrededor de cada disco.

Se siguid el método descrito por Eckhardt (1978). Cultivos de rizobios en fase
logaritmica (D.O. 480 nm ~ 0,2 - 0,3) crecidas en medio TY se centrifugaron a 8000 rpm
durante 4 minutos. Tras descartar el sobrenadante, el sedimento se lavé con tampén TBE
1Xy se resuspendi6 en 25 pl de tampoén de carga. Las muestras se cargaron en un gel de
agarosa al 0,5% (p/v) en TBE 1X en el que se habia preparado una “piscina” de agarosa
al 0,4% (p/v) con SDS al 15% (p/v) en la parte posterior de los pocillos que queda
proxima al polo negativo (d4nodo) del tanque. Esto permiti6 la lisis in situ de las bacterias
durante la electroforesis, que se desarroll6 durante 30 minutos a 20 V, seguida de 4 horas
al100 V.

Los geles de agarosa se tifieron con una solucién de bromuro de etidio (1 mg ml-1) y
los plasmidos tefiidos se observaron en un transiluminador de luz UVaonm. A
continuacién, se capturaron las imagenes de los plasmidos utilizando el aparato de
captacion de imagenes Gel Doc 2000 (Bio-Rad, EEUU) y analizdndolas con el programa
informético Quantity One (Bio-Rad, EEUU).

Soluciones empleadas

Tampoén TBE 1X Trizma base 90 mM, 4cido bérico 90 mM, EDTA 2 mM
Tampon de carga 475 pl de Tris-Ficoll [Ficoll al 12,5% (p/v) en Tris-HCI 25
(Eckhardt) mM], 100 pl de lisozima* [2,5 mg/100 pl de HO

bidestilada], 25 pl de ARNasa [400 ug ml! en Tris-HCI 10
mM, pH 7,5], 25 pl de azul de bromofenol [0,55% (p/V) en
Tris-Ficoll]

* Se prepara en el acto.

Las curvas de crecimiento se determinaron en tubos de vidrio con 3 ml de medio

TY o Bromfield con antibiéticos en caso de que estirpe portara algtin pldsmido, y con la
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concentraciéon adecuada de CdCl,, ZnSO, 0 luteolina cuando fue necesario. Se partié de
una densidad celular inicial de 5 x 107 células ml?, diluyendo de un preinéculo de TY
crecido con antibiéticos hasta D.O. 600 nm = 1. La turbidez de los cultivos se determind

a intervalos regulares de tiempo en un espectofotémetro a una D.O. 600 nm.

1.5.10 Ensayos de movilidad de tipo swimming

Las cepas de E. meliloti y E. medicae se crecieron en agitacion a 28 °C en medio TY
liquido hasta una D.O. 600 nm de 0,9 -1. Se prepararon placas Petri con 25 ml de medio
Bromfield 0,3% de agar, suplementado o no con luteolina (1 ng ml?) dependiendo del
experimento. Estas se solidificaron a temperatura ambiente tapadas durante al menos
dos horas. Se colocaron alicuotas de 3 pl del cultivo introduciendo la punta de pipeta
hasta aproximadamente en la mitad del grosor del medio de cultivo que contiene la
placa. Tras la colocacion de las gotas, las placas se rodearon de parafilm y se incubaron
boca abajo durante 6 dias.
Para facilitar la comparacion de la movilidad swimming de los mutantes construidos con
respecto a la cepa parental, se procedié a medir el didmetro del halo de dispersion de la
colonia a los 6 dias de incubacion y se calcul6 la media. Los resultados obtenidos de un
minimo de tres experimentos independientes (con al menos 3 réplicas técnicas), se les

aplico la desviacion estandar.

2. Materiales v métodos utilizados para los estudios con plantas

Los estudios con plantas cuyos resultados se muestran en esta Tesis se realizaron
en colaboracién con la Dra. Marfa Camacho Martinez-Vara de Rey y el Dr. Francisco
Temprano Vera (IFAPA, Junta de Andalucia) Sevilla, investigadores ambos, del

proyecto dentro del cual se realiza esta Tesis.

2.1 Plantas
Las plantas empleadas en esta Tesis estan recogidas en la Tabla 5.

Tabla 5. Plantas utilizadas en esta Tesis.

ESPECIE

Medicago sativa variedad Aragén

Medicago marina
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ESPECIE

Medicago truncatula

Medicago polymorpha

Medicago murex

Medicago minima

Medicago orbicularis

2.2 Aislamientos de las bacterias de los nédulos

Los noédulos se separaron de las raices y se desinfectaron mediante un
tratamiento con hipoclorito al 6% durante 5 minutos. A continuacion, se enjuagaron
abundantemente con agua destilada y se rodaron en cajas de medio YM rojo congo 25
ppm, para comprobar que la superficie del nédulo no presentaba bacterias.
Posteriormente, los nédulos se machacaron en condiciones asépticas mediante el uso de
una espétula estéril y su contenido se sembré en placas de YM rojo congo 25 ppm, para
obtener colonias aisladas. Una vez crecidas, las colonias con distinta morfologia se
sembraron en placas independientes para aislarlas o comprobar su capacidad de

crecimiento con distintos antibioticos.

2. 3 Soluciones nutritivas para las plantas

Para el crecimiento de las plantas se utiliz6 la solucién de Rigaud y Puppo

carente de nitrégeno combinado.

Solucion Rigaud-Puppo (Rigaud y Puppo, 1975)

CaClL. 2H,O 01lg
MgSO,.7H,O 02¢g
KH>PO,4 02g
K2SO4 02g
Quelantes de hierro (Sandofer) 02g
Solucion de Gibson* 1ml
H>O destilada Completar hasta 11

Anadir primero la solucién de Gibson y después afiadir uno a uno el resto de componentes
esperando siempre a que se disuelva antes de afiadir el siguiente. El pH del medio se ajusté a 6,5
-7,0 con KOH y posteriormente se esteriliz6 en el autoclave durante 20 minutos a una atmoésfera
de sobrepresion (121°C).
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Solucion de micronutrientes de Gibson*

HsBOs 2,86¢g
MnSOsHO 2,08¢g
ZnSO;.7H,O 022¢g
CuSO4.5H0O 0,08 g
NaxMoOq 013 ¢g
H,O destilada Completar hasta 11

Las semillas de M. sativa (cv. Aragon) se desinfectaron mediante un tratamiento
con etanol de 96° durante 30 segundos, seguido de otro con hipoclorito sédico al 6%
durante 15 minutos. Tras ello, las semillas se lavaron siete veces con abundante agua
destilada estéril hasta que el agua de lavado alcanzé un pH de 7. Las semillas
desinfectadas se colocaron en placas de Petri que contenifan agar-agua [1% (p/v)] y se
incubaron en oscuridad y a 28 °C hasta su germinacion.
Las semillas de las demds especies de Medicago estudiadas se desinfectaron de forma
similar con la tnica diferencia de que no se les hizo el lavado inicial con etanol de 96° y

que el tiempo que se mantuvieron el hipoclorito de sodio al 6% fue de 6 minutos.

Los ensayos de eficiencia que se realizaron para analizar las propiedades
simbioticas de las estirpes se inocularon y cultivaron de la siguiente forma. Una sola
plantula se transfirié a cada tubo que contenia Rigaud y Puppo 0,5X solidificado con
agar al 0,7%. Las estirpes se cultivaron en medio YM durante 48 horas, y se inocularon
100 pl del cultivo por tubo, con el objetivo de que finalmente hubiera aproximadamente
108 células semilla-l. Este ensayo se llevo a cabo en caAmara de plantas con un fotoperiodo
de 12 horas de luz (con intensidad de 400 pE m2 s-1) y 12 horas de oscuridad a, 24 °Cy
18 °C, respectivamente. Se mantuvieron en la caimara de plantas durante 8 semanas.
Pasado este tiempo se determiné el namero y peso seco de los nédulos y el peso seco de
la parte aérea.

Los analisis estadisticos de los resultados fueron realizados con el programa

Statistix for Windows Analytical software, usando el test adecuado.
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Secado de nddulos y parte aérea de la planta

Tanto la parte aérea de las plantas como los nédulos se secaron en una estufa
para desecacion (J.P. Selecta) a 80 °C durante 48 horas con el flujo de aire abierto.
Transcurrido ese tiempo se dejaron otras 24 horas con el horno apagado y el flujo de aire

cerrado y finalmente se pesaron.

El cultivo de plantas se llevé a cabo segtn la técnica descrita por Olivares et al.
(1980). Para ello, se utilizaron tubos de vidrio (2 x 20 cm) en los que se afiadieron 10 ml
de solucién nutritiva de plantas Rigaud y Puppo y se le coloc6 una tira de papel de filtro
de forma vertical a lo largo de tubo. Los tubos preparados se autoclavaron a 121 °C
durante 20 minutos. En cada tubo se coloc6é una semilla de alfalfa germinada y se
mantuvieron durante 48 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Pasado este
tiempo, la parte inferior de los tubos se envolvié en papel opaco para evitar la incidencia
de la luz sobre las raices y se pasaron a la cAmara de cultivo de plantas donde estuvieron
7 dias con una emisioén de intensidad luminica de 500 pE x m-2 x s-1 (A = 400 - 700 nm),
fotoperiodo 16/8 horas luz/oscuridad, temperatura de 24/18 °C - dia/noche y humedad
relativa de un 50%.
La determinacion del nimero de nédulos que una cepa es capaz de formar en presencia
de otra se hizo utilizando cepas marcadas con el gen informador gusA (B-glucuronidasa).
Pasados esos 7 dias, cada planta fue inoculada con 1 ml de una suspensién de 1 x 10¢
células ml! que contenia en proporcién 1:1 una mezcla de la cepa silvestre o la cepa de
estudio, con la cepa silvestre marcada con el plasmido pGUS3. Una vez inoculados, se
llevaron de nuevo a la camara de plantas. 15 dias después de la inoculacién se cortaron
las raices, se aclararon con agua destilada entre 10 - 15 minutos y se mantuvieron
sumergidas en 5 ml de una solucién de X-Gluc, Thermo Scientific, (21 mg 40 ml!) en
tampon fosfato sédico 50 mM pH 7 y SDS al 1%, durante 20 - 22 horas a 37 °C en
oscuridad. Pasado este tiempo, los nddulos que contenian la cepa silvestre marcada con
pGUS3 o estaban ocupados por ambas cepas aparecieron tenidos de azul, mientras que

aquellos ocupados exclusivamente por la cepa de interés permanecieron blancos. Se
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pudo establecer asi la relacion entre la capacidad de ocupacion de los nédulos de la cepa

de estudio y su parental.

Soluciones empleadas

Tampon fosfato sédico  NaxHPO4 (100 mM) 14,4 ml; NaH.PO, (100 mM) 10,6 ml;
SDS 10% 5 ml; HoO 25 ml; X-Gluc 26,25 mg

Para cada tratamiento y repeticion, se utilizaron 4 bolsas de crecimiento (seed-
pack growth pouches) de Northrup King Co. (USA) a las que se afiadié 12 ml de agua
destilada. Cada grupo de 12 se envolvié con papel de aluminio y se esteriliz6 en
autoclave a 120 °C durante 15 min. Una vez frias, las bolsas se dispusieron en una
gradilla especial (Northrup King Co., USA) que evit6 que las bolsas se tocasen unas con
otras, colocando 2 bolsas en cada extremo como protecciéon frente a luz extrema y
corrientes de aire.

Se esterilizaron las semillas de alfalfa (apartado 2.4) y se colocaron en condiciones
asépticas en las bolsas de crecimiento (6 semillas/bolsa). A continuacién, se inocularon
con las distintas cepas de rizobios a razén de 200 pl semilla-! de un cultivo previamente
crecido a 108 rizobios ml-.

Las gradillas se colocaron en bandejas de pléstico que contenian 1 1 de agua
destilada estéril, se taparon con film transparente, para evitar la deshidratacién, y se
mantuvieron en cdmara de crecimiento (Sanyo Electric Co., Japan) a 15-25 °C, 80% de
humedad relativa, con un ciclo de luz- oscuridad de 12 h (4 LS) durante 30 dias. El film
transparente se retir6 el cuarto o el quinto dia, dependiendo del crecimiento de los tallos.
Cada 7 dias se ahadieron 10 ml por bolsa de solucion nutritiva de plantas Rigaud y
Puppo y con una frecuencia de 2-3 dias se observaron las raices bajo lupa, para

determinar el namero de n6dulos que iban apareciendo.

El cultivo de plantas de alfalfa se realiz6 segtin el método de Olivares et al. (1980).
previamente descrita en el apartado 2.7, modificada en i) se pusieron 5 semillas tubo-!y
ii) las plantas se inocularon a los 4 dias de su colocacién en los tubos con una suspensiéon
de 106 células ml! de cada bacteria a testar. Se determin6 el nimero de bacterias
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adheridas a las raices a diferentes tiempos: 0 (2 horas), 1, 2 y 3 dias, siguiendo la
metodologia descrita en Jiménez-Zurdo et al. (1997), bien sonicando en un bafio de
ultrasonidos o bien rompiendo mecdnicamente la raiz para separar las bacterias
adheridas a la misma. Se analizaron un total de 15 plantas/tratamiento/tiempo (plantas
correspondientes a 3 tubos). Las raices de 5 plantas de cada tubo se lavaron juntas 3 veces
con agua desionizada estéril y se introdujeron en un eppendorf de 2 ml conteniendo 1ml
de tampon TE pH 8. Posteriormente, se procedié a la liberaciéon de las bacterias
intimamente asociadas a la raiz mediante sonicaciéon (2 x 1 minuto) en un bano de
ultrasonido. Las bacterias liberadas se cuantificaron mediante recuento en placa de las
colonias aparecidas tras sembrar diluciones seriadas del tampén en placas de MM con
los antibidticos adecuados dependiendo de la estirpe. Los valores obtenidos se
expresaron en UFC (unidades formadoras de colonias) por gramos de peso fresco de la

raiz.

Solucion empleada

TE Tris HC1 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8
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Zonas de muestreo

Se escogieron cuatro zonas de muestreo del Paraje Natural Marismas del Odiel y
del Paisaje Protegido de Rio Tinto muy diferentes entre si, tanto por su historia como
por las propiedades de sus suelos. Estas zonas y los puntos aproximados de muestreo se

muestran en la Figura 1y se describen a continuacién

e Zona 2-1“Arenal seco” y Zona 2-3 “ Arenal inundado”.

Ambas se corresponden con la zona mas cercana al océano Atlantico, denominada
Cabeza Alta, en el dique de Juan Carlos I. Estas zonas tienen influencias marina y del
estuario conjunto de los rios Tinto y Odiel. Se encuentran, aproximadamente, en la

zona 5 del mapa (Figuras 13 y 14).

e Zona 3-1 “No recuperada” y Zona 3-2 “Recuperada”.

Se encuentran en la misma area del Paraje Natural Marismas del Odiel, denominada
Llanos de Bacuta (puntos 3 y 4 del mapa, Figura 1). En estas areas, afios atras, se
llevaron a cabo vertidos de lodos y sedimentos del rio tras el dragado del Canal del
Padre Santo, realizados para facilitar la entrada de barcos de mayor calado al Puerto
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de Huelva. La zona “No recuperada” no ha sufrido ningtn tratamiento desde
entonces y queddé como zona testigo (zona con forma de rifién en la Figura 15 A)

rodeada de una zona que fue sometida a tratamiento de recuperacion.

Esta recuperacion, consistié en la mejora de suelos mediante enmiendas calizas
y orgdnicas y posterior repoblacion forestal con especies autéctonas, con disefio de
estructuras en mosaico por agregados. Para la mejora del sustrato se dieron diversas
labores en profundidad con enmiendas calizas y organicas para paliar y corregir el pH,
la concentracion de metales pesados, el grado de humedad, etc. y se introdujeron
especies vegetales (22 especies autdctonas de arbolado y matorral) (Figura 15 B). Dentro
de la repoblacién forestal se dejé una parcela testigo sin enmiendas (a la que se ha
llamado zona “No recuperada”) para investigar la evolucién natural de terreno. La zona
“No recuperada” presenta una superficie de 123 hectéreas de marismas, alteradas por el
depdsito de lodos del dragado de la ria de Huelva, que originé la pérdida de su
estructura natural, drenaje, vegetacion, etc.; estos suelos se encontraban desnudos por
las condiciones abiodticas del sustrato (pH 4, metales pesados, salinidad, etc.) (Figura 15

Q).

e Zona RT-2, cercana a la mina a cielo abierto de Rio Tinto, en la Pefia del Hierro,
donde se encontraron algunas leguminosas.
e Zona RRT, (Ribera de Rio Tinto), zona cercana al rio donde abundaba M.

polymorpha.
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Calatilla

Salinas indstriales

Salinas tradicionales

Rio Tinto
y senderos

Lagunas de agua dulce

Centro de Visitantes
Puente del Burro
sendero de Cabeza Alta

Isla de Enmedio
Rio Odiel

Polo

Isla de Saltés industrial

Ria de Huelva

Figura 13. Mapa del Parque Natural Marismas del Odiel.

Figura 14. Vista aérea de la zona 2 y zona aproximada de los puntos de muestreo.

89



RESULTADOS

Figura 15. Imédgenes de las zonas “Recuperada” y “No recuperada”. A, La zona “No recuperada”
se observa con forma de rifién y se dejé como testigo frente a los alrededores recuperados; B,
Zona “Recuperada” y C, Zona “No recuperada”.
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Los analisis de suelos fueron realizados por el Servicio de Anélisis del Instituto
de Recursos Naturales y Agrobiologia de Sevilla (IRNAS-CSIC). Para ello se secaron y

se enviaron 200 g de cada uno de los suelos y se les estudiaron los siguientes parametros:
> pH

Conductividad eléctrica (en extracto saturacién) equivalente a la salinidad.

Textura

Materia Orgéanica

Nitrégeno por el método Kjeldahl

YV V V V VY

Fésforo disponible

> C total, C organico y C inorganico.
Se determinaron mediante ensayo y andlisis por ICP (Inductively Coupled Plasma) los
siguientes macro y microelementos, ademds de elementos traza: Al, As, B, Ba, Ca, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Nj, P, Pb, S, Sr, V, Zn.

En las Tablas 6 y 7 se muestran los resultados de conductividad (medida indicativa de
la salinidad), pH y textura de los suelos

Tabla 6. Conductividad y acidez de los suelos analizados.

CE (Ext 1:5) .
ZONA (mS/cm) pH (Ext 1:2,5)
2-1 .. .
Arenal seco 0,044 8,01 Basico y no salino
2-3 .. .
Arenal inundado 1,86 8,22 Basico y salino
el 2,60 4,14 Acido y salino
Zona no recuperada
e 0,333 7,78 Basico y no salino
Zona recuperada
RT2 L. .
Minas de Rio Tinto 0,115 3,94 Acido y no salino
Tabla 7. Textura de los suelos analizados.
Arena Arena Limo Arcilla
ZONA  finaw) gruesa () (%) (%) Clase textural
2-1
Arenal seco 0,5 99,5 0,0 0,0 Arenosa
2-3
Arenal 0,5 97,8 1,1 0,5 Arenosa
inundado
3-1
Zona no 4,0 14,2 47,5 34,3 Franco-arcillo-limosa
recuperada
3-2 4,7 21,1 46,2 28,0 Franco-arcillosa
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Zona

recuperada
RT2 Franco-arcillo-
Minas de Rio 8,4 44,2 23,6 23,7
. arenosa
Tinto

De estos analisis se puede concluir que los puntos seleccionados para los
primeros muestreos presentaron distintos tipos de estrés abidtico tnico o en
combinacién: alcalinidad, salinidad, acidez y acidez y salinidad. Por lo que son
apropiados para realizar los futuros estudios de biodiversidad y hacerlos corresponder
con estos pardmetros fisicoquimicos. Ademas, cabe destacar el menor valor de salinidad
en el suelo “Recuperado” con respecto al “No recuperado”.

En la Tabla 8 se describen los pardmetros tipicos de valoracién de un suelo:
fésforo, potasio, carbono orgénico, materia organica, nitrégeno total, nitrégeno organico
y nitratos, asi como la relacién carbono/nitrégeno y la caliza total. Se puede observar
que todos ellos son generalmente bajos 0 muy bajos en los suelos 2-1 del arenal seco de
Odiel y RT-2 en Rio Tinto. Sin embargo, en las zonas “Recuperada” y “No recuperada”
estos valores son medios o altos. Cabe destacar el paralelismo en los valores de estos dos
altimos suelos, en los que las diferencias observadas en pH y salinidad entre ambos,
podrian atribuirse a la enmienda que se realiz6 sobre el recuperado.

En la Tabla 9 se muestran los datos obtenidos de los analisis de contenido en
metales pesados y otros elementos de los suelos de las cinco zonas seleccionadas. Se
muestran los resultados de Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Li, Mg, Mn, Mo,
Na, Ni, Pb, S, Sr, V y Zn. Para su descripcién se han seguido los “Criterios y estindares”
aplicados en Andalucia, publicados por Galan et al. (1999) y que se muestran en la Tabla
10, donde se resumen los umbrales de contaminaciéon propuestos para los elementos
traza. Los valores representan concentraciones totales y estan expresados en mg/kg.

Segtin esos criterios, se puede decir que los suelos de las zonas 2-1 y 2-3, “Arenal
seco” y “Arenal inundado”, respectivamente, no presentaron valores de contaminacién
para los metales que se detallan en la Tabla 10. Los valores de los metales analizados y
que se ajustaron a este criterio, aparecen con una A.

Los suelos 3-1 y 3-2, “No recuperado” y “Recuperado”, respectivamente,
presentaron valores de concentracién de cobre diez veces superiores a los niveles de
intervencién en parques naturales (representado por dos rombos) y de arsénico, 3 veces
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superiores (un rombo). Los valores de cinc y de plomo se encuentran entre los
considerados de tratamiento obligatorio en parques naturales (D) y los niveles de
mercurio, de investigacién obligatoria (C).

Por daltimo, en la zona RT-2 de las Minas de Rio Tinto, el valor de concentraciéon de
arsénico fue tres veces superior al nivel de intervencién en parques naturales, el de cobre
fue de investigacion obligatoria (C) y los de cromo, niquel y mercurio, de investigaciéon
recomendable (B).

De los valores de otros metales no contemplados en la tabla de Galan ef al. (2009), se
ha observado que la concentracion de aluminio es 45 veces superior en las zonas “No
recuperada” y “Recuperada” (3-1y 3-2) con respecto a las de los arenales (2-1, 2-3) y esté
por encima de la encontrada en las minas de Rio Tinto (RT-2). Los niveles de boro son
aproximadamente 14 veces superiores en 3-1 y 3-2 con respecto a los de RT-2 y entre 5y
17 veces superior a los de los arenales, 2-1 y 2-3. En el caso del bario, los valores fueron
maés de dos veces superiores en 3-1 y 3-2 que en RT-2 y en torno a 93 veces superior a los
de las zonas de arenales 2-1 y 2-3. Y asi sucesivamente, se observé que las
concentraciones de metales en 3-1 y 3-2 fueron generalmente altas en comparacién con
RT-2 y extremadamente altas comparadas con las zonas de arenales 2-1y 2-3, excepto en
algunos casos como cromo o litio.

Por ultimo, se realizé un anélisis comparativo de los valores obtenidos en los suelos
“No recuperado” (3-1) y “Recuperado” (3-2). Como se puede observar en la Tabla 6, los
valores de concentracion de los distintos metales fueron similares, pero si se observaron
diferencias en otros pardmetros: los valores de fésforo Olsen (5,8 veces), el de potasio
asimilable (1,55 veces), el de carbono organico oxidable (2,2 veces), el de materia
organica (2,2 veces), fueron més altos en el suelo “Recuperado” frente al “No
recuperado” (Tabla 11). Cabe destacar que el valor de concentracion de sodio fue 3,7
veces mayor en el suelo “No recuperado” con respecto al “Recuperado”. Estos distintos
valores en los pardmetros mencionados se pueden deber a los procesos de recuperacion

a los que se habia sometido.
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Tabla 8. Estudio de los pardmetros de los suelos.

. . Carbono Materia o Nitrogeno
Fésforo Potasio Oro4ni e Nitrégeno Pt N-NO3 Relacién Caliza
ZONA Olsen asimilable rganico - organied Kjeldahl Organico ! 1z0
(mg/kg) (mg/kg) oxidable  oxidable (%) estimado ppm C/N Total (%)
(%) (%) (%)
2-1
Arenal seco 4,6 13,0 0262 0,45 0,016 0,032 6 8,16 5
Alcalino Bajo Muy bajo ’ Bajo Bajo Bajo Bajo
y no salino
2-3
Arenal inundado 6,8 77,0 0.095 0,16 0,010 0,018 0 5,28 10
Alcalino Medio Muy bajo ’ Bajo Bajo Bajo Bajo
y muy salino
3-1
No recuperado 6,8 346 148 2,55 0,160 0,135 56 11,0 0
Muy acido Medio Muy alto ’ Alto Alto Alto Medio
y muy salino
3-2
Recuperado 39,2 537 395 5,61 0,291 0,285 45 11,4 1
Alcalino Alto Muy alto ! Alto Alto Alto Alto
y no salino
RT2
Minas RT 1,4 37,0 0165 0,28 0,029 0,024 0 6,90 0
Muy acido Bajo Muy bajo ’ Bajo Bajo Bajo Bajo

y no salino




RESULTADOS

Tabla 9. Contenido en metales pesados y otros elementos de las zonas de estudio.

Al As B Ba Ca Cd Co Cr Cu
REGISTRO
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
Blanco 0,01393 -0,00137 -0,00112  -0,00463 0,11219 -0,00005 0,00055 -0,00058 0,00031
21 1039,75635 A 11,99272  1,68168  4,10278 37869,8476 A 0,1302 A 286476 A 3,23166 A 29,22327
Arenal seco
2.-3 1275,33606 A 10,55028  4,67601  4,01684 60416,7148 A 0,0255 A 3,39340 A 3,23010 A 27,68631
Arenal inundado
31 52127,02734  #513,07629  34,37137 376,61118 2644,17578 A 0,7472 A 13,50472 A 67,02094 441139,903
No recuperado
3-2 53388,37109  4490,76782  23,48149 374,75601 19521,8300 A 0,8185 A 12,67099 A 68,28561 441120,171
Recuperado
Milr?;rszRT 45584,56641  #308,24222  2,13405 126,38039 308,08746 A 0,6659 A 19,73673 B 211,6694 (C293,8875

¢ ¢ 10 veces el valor de intervencién en parques naturales; ¢ 3 veces el valor de intervencién; A: no contaminado; B Investigacion recomendable; C: Investigacion
obligatoria; D: Tratamiento obligatorio (nivel de intervencién).
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Tabla 9. Contenido en metales pesados y otros elementos de las zonas de estudio (continuacién).

Fe Hg K Li Mg Mn Na Ni
REGISTRO
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
Blanco 0,00305 -0,00078 -0,02465 0,00528 0,02531 0,00215 0,03626 -0,00032
21 2995,70190 A -0,05087  198,62570 1,94308 517,92468 103,70766 457,89725 A 2,45288
Arenal seco
2.-3 2908,53320 A -0,05174  308,59692 1,48943  1115,83069  219,74083  1882,46399 A 2,66134
Arenal inundado
31 89390,67969 C247528  5737,66846 56,06139  8280,01953  284,67880  2495,20996 A 31,32643
No recuperado
3-2 82298,75781 C225766  7543,91650 54,26423  7260,92236  294,75220 671,22620 A 31,63733
Recuperado
Milr?;rszRT 109592,54688 B1,82659  1069,85022 107,40145 8182,43750  744,93280 888,14056 B 75,68745

¢ ¢ 10 veces el valor de intervencién en parques naturales; ¢ 3 veces el valor de intervencién; A: no contaminado; B Investigacion recomendable; C: Investigacion

obligatoria; D: Tratamiento obligatorio (nivel de intervencién).
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Tabla 9. Contenido en metales pesados y otros elementos de las zonas de estudio (continuacién).

P Pb S Sr A% Zn
REGISTRO
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
Blanco -0,00126 -0,00330 -0,13811 -0,00110 0,00014 -0,01245
21 128,28735 A 6,52172 123,44010 213,69649 7,24173 A 88,68639
Arenal seco
%-3 375,30414 A 5,52245 341,56680 357,01196 7,49350 A 73,20671
Arenal inundado
31 1457,62439 D 388,45276 5290,33984 45,49680 86,65114 D 874,46936
No recuperado
3-2 2083,45996 D 403,61801 1397,83203 54,50659 91,46986 D 75,04346
Recuperado
.RT2 613,69800 169,44498 2543,71509 14,01931 142,84435 106,22494
Minas RT

¢ ¢ 10 veces el valor de intervencién en parques naturales; ¢ 3 veces el valor de intervencién; A: no contaminado; B Investigacion recomendable; C:
Investigacion obligatoria; D: Tratamiento obligatorio (nivel de intervencién).
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Tabla 10. Criterios y estAndares aplicados en Andalucia. Resumen de los umbrales de contaminacién propuestos para elementos traza. Los valores representan
concentraciones totales y estdn expresados en mg/kg (Galan et al., 1999).

Suelos Agricolas

Elemento E 21 2 3 PN Al
<7 >7 <7 >7 <7 >7 <7 >7

As <20 20-30 30-50 >50 >100 >300
cd <2 <3 2-3 35 37 5-10 >7 >10 >15 >30
Co <20 <50 20-50 50-150 50-100 150-300 >100 > 300 >300 >400
Cr <100 100-250 250-450 >450 >500 >1000
Cu <50 <100 50-150 100-300 150-300 300-500 >300 >500 >500 >1000
Hg <1 12 210 >10 >15 >30
Mo <10 1040 40-200 >200 >200 >500
Ni <40 <50 40-80 50-100 80-200 100-300 >200 >300 >500 >750
Pb <100 <200 100-250 200-400 250-350 400-500 >350 >500 >1000 >2000
Se <2 25 510 >10 >20 >30
Sn <20 20-50 50-150 >150 >300 >500
T <1 1-3 35 >5 >10 >30
Zn <200 <300 200-300 300-500 300-600 500-1000 >600 >1000 >1000 >3000

(1) - Valores maximos permitidos; (24) - Investigacion recomendable; (25) - Investigacion obligatoria; (3)- Tratamiento necesario (obligatorio); (PN) = Valor de intervencion para parques
naturales y zonas forestales.; (Al) = Valor de intervencion para areas industriales ; (<7) = pH 5-7; (>7) = pH
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Tabla 11. Comparacién entre las zonas “Recuperada” y “No recuperada” de las Marismas del Odiel.

Fésf Potasio Carbono Materia N Nitrégeno . Caliza
ostoro  otas Organico organica . organico Relacion Na
ZONA Olsen asimilable . : Kjeldahl . NO3 Total
oxidable oxidable 0 estimad C/N o mg/Kg
(mg/kg) (mg/kg) (0/0) (0/0) (/ 0) (0/0) pPpm ( 0)

13\;1 Cuee
recup:rado 6,8 346 2,55 0,160 0,135 11,0 ZnD
Muy acido Medio  Muy alto 148 Alto Alto Alto %6 Medio 0 2490 IZ:;?

v/ Y
salino Hg C
3.0 Cuee
A ZnD
Recuperado 39,2 537 395 5,61 0,291 0,285 45 11,4 1 671 PbD
Alcalino Alto Muy alto ’ Alto Alto Alto Alto As
y no salino H; C
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2. Aislamiento y determinacion de los rizobios

En colaboraciéon con el Laboratorio de Inoculantes del centro IFAPA Las Torres-
Tomejil, se aislaron rizobios a partir de los nédulos de plantas de las zonas 3-2
“Recuperada” y 2-1 “Arenal seco” de las Marismas del Odiel, de la ribera del Rio Tinto
(RRT) y de minas de Rio Tinto, RT-2. No se encontraron leguminosas con nédulos en la
zona 3-1 “No recuperada” ni en la zona 2-3 “Arenal inundado”. En total se aislaron 82

bacterias a partir de 132 nédulos.

Con objeto de eliminar las repeticiones entre las cepas aisladas y conocer la
diversidad de rizobios presentes tanto en las Marismas del Odiel como en Rio Tinto, se
usaron técnicas de tipificacion molecular basadas en la amplificacion del ADN. Este
grupo de técnicas, ademds de posibilitar la comparaciéon entre aislamientos, permite
conocer las relaciones existentes entre ellos. Se utiliz6 la técnica ERIC-PCR que se basa en
el uso de cebadores complementarios a elementos consenso intergénicos reiterativos de
enterobacterias, de un tamafio de 124-127 pb, que estdn muy conservados y que aparecen
repetidos en los genomas bacterianos. Estas secuencias se encuentran en distintas
posiciones a lo largo de todo el genoma, en ambas orientaciones y pueden servir como
sitios de hibridaciéon de cebadores para la amplificacion de ADN, generando perfiles
exclusivos para cada cepa bacteriana. Se amplificé el ADN de todos los aislamientos

usando los cebadores ERICIR y ERIC2 (Versalovic et al., 1991).

2.1 Seleccion de bacterias aisladas de nddulos de leguminosas de las areas de las

Marismas del Odiel y del paraje del Rio Tinto en base a su perfil de ERIC-PCR

En la zona 3-2 “Recuperada”, se aislaron bacterias de nédulos de Lotus corniculatus
y Ornithopus compressus. Ejemplos de perfiles ERIC de algunos de estos aislamientos se
muestran en las Figuras 16 A y 16 B. De ellos se escogieron tnicamente aquellos
aislamientos con perfiles diferentes, debido a que, como se ha indicado anteriormente,
diferentes perfiles indicarian distintas estirpes bacterianas. De esta forma se elimina

redundancia y se trabaja con estirpes diferentes.
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Figura 16. Perfiles ERIC. A, Perfiles correspondientes a aislamientos de Lotus corniculatus de la
zona 3-2. B, Perfiles correspondientes a aislamientos de Ornithopus compressus de la zona 3-2.

En la zona 2-1 “ Arenal seco” se aislaron bacterias de nédulos de Medicago marina
y Medicago sp. Algunos de los perfiles ERIC correspondientes a los aislamientos de estas
plantas, se pueden observar en las Figuras 17 A y 17 B.

Figura 17. Perfiles ERIC. A, Perfiles correspondientes a aislamientos de Medicago marina de la zona
2-1; B, Perfiles correspondientes a aislamientos de Medicago sp. de la zona 2-1.
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En la zona correspondiente a las Minas de Rio Tinto (RT-2) apenas se encontraron
leguminosas y s6lo se obtuvieron aislamientos de Trifolium sp. En el caso de la Ribera del
Rio Tinto se obtuvieron aislamientos de Medicago polymorpha. En las Figuras 18 A y 18 B

se muestran algunos perfiles ERIC de los aislamientos de las plantas de esta zona.

Figura 18. Perfiles ERIC. A, Perfiles correspondientes a aislamientos de Trifolium sp. de la zona
RT?2; B, Perfiles correspondientes a aislamientos de Medicago polymorpha de la zona RRT.

Tras la seleccion de los aislamientos con perfiles ERIC diferentes, se seleccionaron
un total de 46 cepas que se recogen en la Tabla 12.

Tabla 12. Relacién de aislamientos de nédulos de leguminosas de distintas zonas de las Marismas
del Odiel y Rio Tinto objeto de estudio. Se muestran las zonas y las plantas de aislamiento.

AISLAMIENTO ZONA /PLANTA
ORT1 3-2 Recuperada/ O. compressus
ORT2 3-2 Recuperada/ O. compressus
ORT3 3-2 Recuperada/ O. compressus
ORT4 3-2 Recuperada/ O. compressus
ORT5 3-2 Recuperada/ O. compressus
ORT6 3-2 Recuperada/ O. compressus
ORT7 3-2 Recuperada/ O. compressus
ORTS8 3-2 Recuperada/ O. compressus
ORTY9 3-2 Recuperada/ L. corniculatus
ORT10 3-2 Recuperada/ L. corniculatus
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AISLAMIENTO ZONA /PLANTA

ORT11 2-1 Arenal seco/ M. marina
ORT12 2-1 Arenal seco/ M. marina
ORT13 2-1 Arenal seco/ M. marina
ORT14 2-1 Arenal seco/ M. marina
ORT16 2-1 Arenal seco/ M. marina
ORT17 2-1 Arenal seco/ M. marina
ORT18 2-1 Arenal seco/ M. marina
ORT19 2-1 Arenal seco/ M. marina
ORT20 2-1 Arenal seco/ Medicago sp.
ORT21 2-1 Arenal seco/ Medicago sp.
ORT22 2-1 Arenal seco/ Medicago sp.
ORT23 2-1 Arenal seco/ Medicago sp.
ORT24 2-1 Arenal seco/ Medicago sp.
ORT25 2-1 Arenal seco/ Medicago sp.
ORT26 2-1 Arenal seco/ Medicago sp.
ORT27 2-1 Arenal seco/ Medicago sp.
ORT28 2-1 Arenal seco/ Medicago sp.
ORT29 RT-2 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp.
ORT30 RT-2 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp.
ORT31 RT-2 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp.
ORT32 RT-2 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp.
ORT33 RT-2 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp.
ORT35 RT-2 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp.
ORT38 RT-2 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp.
ORT39 RT-2 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp.
ORT40 RT-2 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp.
ORT41 RT-2 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp.
ORT42 RT-2 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp.
ORT43 RT-2 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp.
ORT44 RT-2 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp.
ORT45 RT-2 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp.
ORT46 RT-2 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp.
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AISLAMIENTO ZONA /PLANTA

ORT47 RRT Minas Rio Tinto/ M. polymorpha
ORT48 RRT Minas Rio Tinto/ M. polymorpha
ORT49 RRT Minas Rio Tinto/ M. polymorpha
ORT50 RRT Minas Rio Tinto/ M. polymorpha

Con el objeto de verificar que todos los aislamientos eran rizobios y no otros tipos
bacterianos que pudieron penetrar en el nédulo conjuntamente con éstos, a las 47 cepas
se les amplifico el gen nodC mediante PCR y por triplicado, usando cebadores universales
degenerados (nodCF y nodCl, descritos por Laguerre ef al., 2001) y usando como control
positivo Rizobium tropici CIAT 899. No se consiguié amplificar el gen nodC de los
aislamientos ORT1 a ORT10 correspondientes a las plantas Ornithopus compressus 'y Lotus
corniculatus de la zona “Recuperada” de las Marismas del Odiel, asi como tampoco
amplific6 el aislamiento ORT14 de Medicago marina del “Arenal seco” (2-1) de las
Marismas del Odiel, ni el ORT30 de Trifolium sp. de las minas de Rio Tinto (RT-2). Del
mismo modo, en esta zona tampoco amplificaron los aislamientos ORT48, ORT49 y
ORT50 de Medicago polymorpha. Los aislamientos de Ornithopus compressus y de Lotus
corniculatus, de crecimiento lento y de morfologia bastante similar a las bacterias del
género Bradyrhizobium, no amplificaron el gen nodC a pesar de que si lo hizo
Bradyrhizobium japonicum USDAT110. Por tanto, fue necesario hacer ensayos de nodulacion
de estas bacterias en la misma especie o similar a la planta de la que se habia aislado,

antes de descartar que se tratase de rizobios

Los ensayos de nodulacién se llevaron a cabo en colaboracién con el Centro
IFAPA Las Torres-Tomejil y los resultados se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Capacidad de nodulacién y fijacién de nitrégeno de los aislamientos en su planta de
origen o similar.

PLANTA DE p
AISLAMIENTO AISLAMIENTO NODULACION EN PLANTA
Nod*, Fix* en O. compressus
(QIEILEL O. compressus Nod*, Fix- en L. corniculatus
ORT2 O. compressus Nod*, Fix* en O. compressus

Nod+, Fix- en L. corniculatus
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AISLAMIENTO A}gf:ﬁggf o NODULACION EN PLANTA

ORT3 . compressus Nodk, Fix enL. cononit
ORT4 O. compressus 115123 1511;( ee;1 E CZZZZZZZZ
ORT5 O. compressus 11323: 1511;:: :rr: g CZZZZZZZSS
ORT6 O. compressus 113123: 511;(: ;rf S cf)iﬂezf}fs
ORT7 O. compressus 11:1123 511;( ;1 S C%IZZEI%SS
ORTS O. compressus 113123 511;( ;1 E CZ%IZZEIZZZ
ORT9 L. corniculatus ]\[I\()I,(;l)*rc,1 +1’3i};ci+xé;j T;rf OCO ZZZ;ZZZS
ORT10 L. corniculatus ]\1;(1)33 3lein( ;ne relrf .OC.OZ)Z;:;{?{SZL?S
ORT11 M. marina Nolj?,dFij Ié(n ]e\?l. %l;ﬁ:ﬁ;hﬂ
ORT12 M. marina Nolj?,dFij Ié(n ]e\?l. %l;ﬁ:ﬁ;hﬂ
ORT13 M. marina Nolji?,dFij lé(n ]e\?l. ];\J/f).l;??:loz;’;ha
ORT14 M. marina Nolj-0 Sn ?\Z.A;(;lsy{:ﬂﬁ:fpha
ORT15 M. marina Nolji?,dFij lé(n ]e\?l. ];\J/f).l;??:l(z’;ha
ORT16 M. marina NoNd?,dFij lsn ]e\?l. ];/il;?ftllozi’;ha
ORT17 M. marina NoNd?,dFij lsn ]e\?l. ];/il;?ftllozi’;ha
ORT18 M. marina NoNd?,dFij lsn ]e\?l. ];/il;?ftllozi’;ha
ORT19 M. marina NoNd?,dgif le):n 16\2 %z;%ha
ORT20 Medicago sp. NoNd?,dI;if Ign M ];\o/iz;%%ha
ORT21 Medicago sp. NoNd?,dI;if Ign 7\2 %zﬁ%ha
ORT22 Medicago sp. N(il:l?,d Flflexn]e\?];\)/([)l;;::)z:’;ha
ORT23 Medicago sp. Nolj?,dl;ri’xl-:z(; ﬁ.ﬁzﬁﬁha
ORT24 Medicago sp. Nolj?,dl;ri’xl-:z(; Eﬁz%%ha
— Medicago sp. Nod*, Fix* en M. sativa

Nod*, Fix- en M. polymorpha
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PLANTA DE

AISLAMIENTO AISLAMIENTO NODULACION EN PLANTA
ORT27 Medicago sp. Nolj?,dlziji;;z];\izﬁ?r;ha
ORT28 Medicago sp. Nolj?,dlziji;;z];\izﬁ?r;ha
ORT29 Trifolium sp. Nod*, Fix* en Trifolium repens
ORT30 Trifolium sp. Nod*, Fix* en T. repens
ORT31 Trifolium sp. Nod*, Fix-en T. repens
ORT32 Trifolium sp. Nod*, Fix* en T. repens
ORT33 Trifolium sp. Nod*, Fix* en T. repens
ORT35 Trifolium sp. Nod*, Fix* en T. repens
ORT38 Trifolium sp. Nod*, Fix-en T. repens
ORT39 Trifolium sp. Nod*, Fix* en T. repens
ORT40 Trifolium sp. Nod*, Fix+ en T. repens
ORT41 Trifolium sp. Nod*, Fix-en T. repens
ORT42 Trifolium sp. Nod*, Fix* en T. repens
ORT43 Trifolium sp. Nod*, Fix-en T. repens
ORT44 Trifolium sp. Nod*, Fix* en T. repens
ORT45 Trifolium sp. Nod*, Fix* en T. repens
ORT46 Trifolium sp. Nod*, Fix* en T. repens
ORT47 M. polymorpha Nod*, Fix* en M. polymorpha
ORT48 M. polymorpha Nod- en M. polymorpha
ORT49 M. polymorpha Nod- en M. polymorpha
ORT50 M. polymorpha Nod- en M. polymorpha

Tras este andlisis se corroboré que efectivamente los aislamientos de O. compressus
y L. corniculatus son rizobios y que los aislamientos ORT14, ORT48, ORT49 y ORT50, que
no amplificaron el gen nodC, no presentaban morfologia caracteristica de rizobio ni
nodularon sobre la planta de la que fueron aislados, por lo que debe tratarse de otro tipo

de bacterias que pudieron penetrar en el né6dulo conjuntamente con los rizobios.
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3. Rango de crecimiento con NaCl

Se estudié la capacidad de crecimiento de los distintos aislamientos a las

concentraciones de 300 y 450 mM de NaCl en medio YM liquido a pH 7. En la Tabla 14 se

muestran los resultados obtenidos.

Tabla 14. Capacidad de crecimiento de los aislamientos con 300 y 450 mM de NaCl.

AISLAMIENTO ZONA /PLANTA NaCl 300 mM  NaCl 450 mM
ORT1 Recuperada/ O.compressus - -
ORT2 Recuperada/ O. compressus - -
ORT3 Recuperada/ O. compressus - -
ORT4 Recuperada/ O. compressus - -
ORT5 Recuperada/ O. compressus - -
ORT6 Recuperada/ O. compressus - -
ORT7 Recuperada/ O. compressus - -
ORT8 Recuperada/ O. compressus - -
ORTY Recuperada/ L. corniculatus - -
ORT10 Recuperada/ L. corniculatus - -
ORT11 Arenal seco/ M. marina - -
ORT12 Arenal seco/ M. marina + +
ORT13 Arenal seco/ M. marina + +

ORT16 Arenal seco/ M. marina + +
ORT17 Arenal seco/ M. marina + +
ORT18 Arenal seco/ M. marina + +
ORT19 Arenal seco/ M. marina + +
ORT20 Arenal seco/ Medicago sp. + +
ORT21 Arenal seco/ Medicago sp. + +
ORT22 Arenal seco/ Medicago sp. + +
ORT23 Arenal seco/ Medicago sp. + +
ORT24 Arenal seco/ Medicago sp. + -
ORT25 Arenal seco/ Medicago sp. + +
ORT26 Arenal seco/ Medicago sp. + -
ORT27 Arenal seco/ Medicago sp. + +
ORT28 Arenal seco/ Medicago sp. + +

107



RESULTADOS

AISLAMIENTO ZONA /PLANTA NaCl 300 mM  NaCl 450 mM
ORT29 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp. + +
ORT31 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp. - -
ORT32 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp. - -
ORT33 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp. - -
ORT35 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp. - -
ORT38 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp. - -
ORT39 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp. - -
ORT40 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp. - -
ORT41 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp. - -
ORT42 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp. - -
ORT43 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp. - -
ORT44 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp. - -
ORT45 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp. - -
ORT46 Minas Rio Tinto/ Trifolium sp. + +
oty Memgnimeis :

Asi se comprobd, que los aislamientos de Ornithopus compressus y Lotus
corniculatus no crecieron a concentraciones de NaCl de 300 mM, al igual que la mayor
parte de los aislamientos de Trifolium sp. ya que tnicamente ORT29 y ORT46 crecieron
con NaCl; sin embargo, practicamente todos los aislamientos de M. marina, Medicago sp.
y M. polymorpha crecieron sin dificultad a 300 mM de NaCl, con la tinica excepcién de
ORT11 y todos ellos excepto tres (ORT11, ORT24 y ORT26) crecieron también a 450 mM

de NaCl en el medio de cultivo.

4. Rango de crecimiento a distintos pH

Al igual que en el caso del NaCl, es de especial interés conocer la capacidad de
crecimiento de los aislamientos de rizobios a distintos pH. Se ensayaron los valores de
pH de 5; 5,5, 7; 8 y 8,5 en medio YM liquido tamponado. Los resultados se pueden

observar en la Tabla 15.
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Tabla 15. Capacidad de crecimiento de los aislamientos a diferentes valores de pH.

AISLAMIENTO ZONA /PLANTA pH5 pH55 pH7 pH8 pHS,5
ORT1 Recuperada/O.compressus - + + + -
ORT2 Recuperada/ O. compressus - - + + +
ORT3 Recuperada/ O. compressus - - + + -
ORT4 Recuperada/ O. compressus - - + + -
ORT5 Recuperada/ O. compressus - - + - -
ORT6 Recuperada/ O. compressus - - + + -
ORT7 Recuperada/ O. compressus - + + - -
ORTS8 Recuperada/ O. compressus - - + + -
ORTY9 Recuperada/ L.corniculatus - - + - -
ORT10 Recuperada/ L. corniculatus - - + + -
ORT11 Arenal seco/ M. marina - + + + +
ORT12 Arenal seco/ M. marina - + + + +
ORT13 Arenal seco/ M. marina - + + + +
ORT16 Arenal seco/ M. marina - + + + +
ORT17 Arenal seco/ M. marina - + + + +

ORT18 Arenal seco/ M. marina - + + + +
ORT19 Arenal seco/ M. marina - + + + +
ORT20 Arenal seco/ Medicago sp. - - + + +
ORT21 Arenal seco/ Medicago sp,;. - - + + +
ORT22 Arenal seco/ Medicago sp. - - + + +
ORT23 Arenal seco/ Medicago sp. - - + + +
ORT24 Arenal seco/ Medicago sp. - - + + +
ORT25 Arenal seco/ Medicago sp. - - + + +
ORT26 Arenal seco/ Medicago sp. - - + + +
ORT27 Arenal seco/ Medicago sp. - - + + +
ORT28 Arenal seco/ Medicago sp. - - + + +
ORT29 Minas Rio Tsinto / Trifolium i N . + +
ORT31 Minas Rio TSiIrjl.to / Trifolium i i . + +
ORT32 Minas Rio Tsiﬁ;co / Trifolium i N . + +
ORT33 Minas Rio Tsigl;co / Trifolium i + + + +
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AISLAMIENTO ZONA /PLANTA pH5 pH55 pH7 pH8 pHS,5
ORT35 Minas Rio Tsinto / Trifolium i + + + +
ORT38 Minas Rio T;E;co / Trifolium i + + + +
ORT39 Minas Rio T;E;co / Trifolium i + + + +
ORT40 Minas Rio T;E;co / Trifolium i + + + +
ORT41 Minas Rio T;Ir:;co / Trifolium i + + + +
ORT42 Minas Rio T;I;;co / Trifolium i + + + +
ORT43 Minas Rio T;I;;co / Trifolium i i + + +
ORT44 Minas Rio Tjri;co / Trifolium i + + + +
ORT45 Minas Rio Tsifl;co / Trifolium i + + + +
ORT46 Minas Rio ng;co / Trifolium i + + + +
oy | Reemfelme/s L L.

Los aislamientos de O. compressus y L. corniculatus crecieron en un rango de pH 7
a 8, excepto ORT1 cuyo rango fue desde 5,5 a 8, ORT2 que toleré mejor el pH basico y
creci6 entre pH 7 y 8,5; ORT5 y ORT9 que tinicamente crecieron a pH neutro y ORT7
cuyo rango oscilo entre 5,5 y 7. Por otro lado, todos los aislamientos de M. marina
crecieron en un amplio rango de pH desde 5,5 hasta 8,5; al igual que en el caso del
aislamiento de M. polymorpha, ORT47. Sin embargo, los aislamientos de Medicago sp. no
soportaron el pH acido, creciendo tinicamente a pH entre 7 y 8,5. Finalmente, la mayoria
de los aislamientos de Trifolium sp. crecieron a pH entre 5,5 y 8,5, excepto ORT31 y ORT43

que no crecieron a pH 5,5.

5. Produccion de acil homoserina lactonas (AHL)

Se estudié la producciéon de acil homoserina lactonas (AHL) de todos los
aislamientos mediante la deteccién de estos compuestos por la bacteria biosensora
Agrobacterium tumefaciens NT1 pZLR4 (Cha et al., 1998). La mayor parte de los
aislamientos produjeron estas moléculas implicadas en fenémenos de quorum sensing. De

todos los aislamientos de la zona “Recuperada” solamente la cepa ORT1 no produjo AHL,
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por otra parte, todos los aislamientos de M. marinay practicamente todos los aislamientos
de Medicago sp. produjeron AHL, en este caso, la excepcion fue la estirpe ORT20. Entre
los aislamientos de la zona de “Minas de Rio Tinto” y “Ribera de Rio Tinto” la produccién
de esos compuestos fue practicamente generalizada ya que el tnico aislamiento que no

las produjo fue ORT46.

6. Propiedades promotoras del crecimiento vegetal

Se analizaron algunas propiedades promotoras del crecimiento vegetal (PGP) en
estos aislamientos independientemente de su capacidad simbiética, como la produccién

de AIA y la solubilizacién de fosfatos.

6.1 Produccion de acido indol-acético (AIA) vy solubilizacion de fosfatos

La produccién de AIA, un anédlogo de hormona vegetal producido por algunas
bacterias estimula el crecimiento radicular. Por otro lado, los fosfatos frecuentemente no
estan en forma soluble disponible para la planta, por ello, la capacidad de la bacteria para
solubilizarlos y hacerlos disponibles para la planta es de gran importancia. La produccion
de 4cido indol-acético y la capacidad para solubilizar fosfatos se han estudiado en todos
los aislamientos y los resultados se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Produccién de AIA y capacidad solubilizadora de fosfatos.

AJA SOLUBILIZACION DE

AISLAMIENTO ZONA /PLANTA jg/ml FOSFATOS

. Recuperada/ 3,36 -
O. compressus

S Recuperada/ 271 -
O. compressus

ST Recuperada/ 205 -
O. compressus

S Recuperada/ 238 -
O. compressus

ST Recuperada/ 238 +
O. compressus

ST Recuperada/ 205 +
O. compressus

S Recuperada/ 271 +
O. compressus

S Recuperada/ 205 -
O. compressus

ST Recuperada/ 205 -

L. corniculatus
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AISLAMIENTO ZONA /PLANTA AlIA SOLUBILIZACION DE

pg/ml FOSFATOS
ORT10 Recuperada/ 2,05 -
L. corniculatus
ORT11 Arenal seco / 3,04 )
M. marina
ORT12 Arenal seco/ 14,47 (+)
M. marina
ORT13 Arenal seco/ 17,09 -
M. marina
ORT16 Arenal seco/ 18,39 -
M. marina
ORT17 Arenal seco / 8,92 +
M. marina
ORT18 Arenal seco/ 10,88 +
M. marina
ORT19 Arenal seco/ 3,04 (+)
M. marina
Arenal seco/
Ll Medicago sp. 23,30 (*)
ORT21 Arenal seco/ 1382 )
Medicago sp. ’
Arenal seco/
ORT22 Medicago sp. 10,88 (*)
ORT23 Arenal seco/ 23 62 )
Medicago sp. ’
ORT24 Aren'al seco/ 8,59 +
Medicago sp.
ORT25 Aren'al seco/ 6,96 +
Medicago sp.
Arenal seco/
ORT26 Medicago sp,. 6,96 (*)
ORT27 Arenal seco/ 15,78 -
Medicago sp.
Arenal seco/
ORT28 Medicago sp. 3,36 (*)
ORT29 Mmag Rlo Tinto/ 434 +
Trifolium sp.
Minas Rio Tinto/
ORT31 Trifolium sp. 925 (*)
ORT3?2 Mmag Rlo Tinto/ 238 i
Trifolium sp.
ORT33 Mmag Rlo Tinto/ 5,65 i
Trifolium sp.
ORT35 Mmag Rlo Tinto/ 6,63 i
Trifolium sp.
ORT38 Mmag Rlo Tinto/ 434 +
Trifolium sp.
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AISLAMIENTO ZONA /PLANTA AlIA SOLUBILIZACION DE

pg/ml FOSFATOS

ORT39 Mma's Rlo Tinto/ 794 +
Trifolium sp.

ORTA40 Minas Rio Tinto/ 11,21 +)
Trifolium sp.

ORT41 Minas Rio Tinto/ 16,43 +
Trifolium sp.

Minas Rio Tinto/

ORT42 Trifolium sp. 8,59 )

ORT43 Minas Rio Tinto/ 10,55 +
Trifolium sp.

ORT44 Mma's RIO Tinto/ 467 +
Trifolium sp.

ORT45 Minas Rio Tinto/ 25,26 +)
Trifolium sp.

ORT46 Mma§ RIO Tinto/ 794 +
Trifolium sp.

ORT47 Ribera Rio Tinto/ M. 3,36 )
polymorpha.

(+) solubilizaciéon débil

Los aislamientos de O. compressus y L. corniculatus, de la zona “Recuperada”
produjeron poco AIA y la mayor parte de ellos no solubiliz6 fosfatos, a diferencia de los
aislamientos de M. marina'y Medicago sp., del “ Arenal seco”, los cuales produjeron mayor
cantidad de AIA y la mayoria de ellos solubiliz6 fosfatos. Por tltimo, los aislamientos de
Trifolium sp. y M. polymorpha, de Minas de Rio Tinto y Ribera de Rio Tinto, produjeron

AIA a diferentes cantidades y la mayor parte de ellos solubiliz6 fosfatos.
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Los rizobios aislados de las leguminosas recolectadas de las distintas
zonas de estudio mostraron gran diversidad en cuanto a la capacidad para
crecer a altas concentraciones salinas, asi como para soportar pH extremos,
lo cual parece depender principalmente del tipo de rizobio y de la
leguminosa de la que se han aislado, mas que de las caracteristicas del suelo.
Entre todos ellos, fueron especialmente interesantes los aislamientos de M.
marina por resistir mayores concentraciones de NaCl que el resto de
aislamientos, ademas de crecer perfectamente en condiciones alcalinas. Por
otro lado, hasta la fecha no se habian descrito los simbiontes de M. marina,
por lo que resultd de gran interés su estudio y caracterizacion fisioldgica y

molecular.
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El género Medicago comprende 80 especies de las que aproximadamente dos
terceras partes son anuales y una tercera parte son perennes (Lesins y Lesins, 1979). Las
especies de plantas hospedadoras de E. meliloti y E. medicae mas estudiadas son M. sativa
y M. truncatula. Sin embargo, M. marina es una planta realmente interesante que en
Espafia crece a lo largo de los sistemas dunares costeros por lo que posee un gran
potencial para su empleo en la restauracion y la estabilizacién de este tipo de
ecosistemas. El interés en el estudio de los simbiontes de esta planta aument6 tras los
resultados obtenidos en el primer capitulo de esta tesis, ya que los rizobios aislados de
sus nédulos fueron tolerantes a altas concentraciones de NaCl y a pH alcalino, ademas
de presentar propiedades para la promociéon del crecimiento vegetal como la
solubilizacién de fosfatos o la produccién de AIA.

Ademas, hasta el momento, no se habian descrito los simbiontes de esta planta y, por
tanto, se plante6 hacer un amplio estudio genético, fisiol6gico y simbidtico de estas

bacterias.
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1. Aislamiento de rizobios de los nodulos de M. marina

Conocer las propiedades genéticas y la diversidad funcional de los aislamientos
de plantas autéctonas puede servir para seleccionar inoculantes adecuados para las
diversas condiciones que se pueden encontrar en el ambiente.

Los aislamientos de los nédulos de M. marina se obtuvieron a partir de dos poblaciones
de la planta, una presente en las Marismas del Odiel (Huelva) y otra en las dunas de la
playa de San Fernando (Cadiz). Se analizaron un total de 82 aislamientos de nédulos de
ejemplares de esta planta recolectadas en ambas localizaciones. Todos fueron de
crecimiento rapido puesto que las primeras colonias aparecieron en placas de YM con

rojo Congo a las 48 horas desde su siembra.

1.1 Seleccién de bacterias aisladas de nédulos en base a su perfil de ERIC-PCR

Se analiz¢ el perfil ERIC de los 82 aislamientos tras la amplificacion mediante PCR
utilizando los cebadores ERICIR y ERIC2 (Versalovic et al., 1991) y entre los que
presentaban el mismo perfil, se realizé una seleccién al azar. Asi, finalmente se
seleccionaron 30 aislamientos con diferente perfil ERIC y que, por tanto, debian de

corresponder a distintas estirpes.

2. Identificacion de los aislamientos de M. marina a nivel de especie

mediante analisis genético.

Tras obtener un nimero adecuado de aislamientos, fue necesario estudiar una serie
de genes que habitualmente se toman como referencia para conocer la especie o especies
a las que pertenecen dichos aislamientos. De esta forma se pueden clasificar y saber en
qué contexto taxonémico se encuentran, informacién que es de gran utilidad para

realizar un estudio exhaustivo.

2.1 Secuencia del gen ARNr 16S

El gen que codifica para el ARNr 165 de los 30 aislamientos fue amplificado mediante
PCR usando los cebadores: 616F (Juretschko ef al., 1998) y 1522R (Edwards et al., 1989) y
posteriormente, secuenciado usando los cebadores; 519F (Lane et al., 1985), 616F

(Juretschko et al., 1998), 907R (Muyzer et al., 1997), 1522R (Edwards et al., 1989). El analisis

de las secuencias de este gen mostré que la mayor parte de ellos (29 de 30) presentaban
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una similitud entre el 99,85 y el 100% con el gen ARNr 16S de E. meliloti LMG 6133T.
Unicamente el aislamiento SF3.41 mostré una similitud del 100% con la cepa tipo de la
especie E. medicae, LMG 19920". Los resultados de los porcentajes de similitud obtenidos
para cada estirpe se muestran en la Tabla 17. El arbol realizado mediante el algoritmo
neighbor-joining con las secuencias obtenidas de cada uno de estos aislamientos se

muestra en la Figura 19.

Ensifer meliloti SF2.17 (KP765318)

Ensifer meliloti SF3.34 (KP765328)
Ensifer meliloti SF2.11 (KP765317)
Ensifer meliloti SF1.11 (KP765316)
Ensifer meliloti SF1.6 (KP765315)
Ensifer meliloti SF1.2 (KP765314)
Ensifer meliloti ORT19 (KP765313)
Ensifer meliloti ORT18 (KP765312)
Ensifer meliloti ORT17 (KP765311)
Ensifer meliloti ORT16 (KP765310)
Ensifer meliloti ORT13 (KP765309)
Ensifer meliloti ORT12 (KP765308)
Ensifer meliloti ORT11 (KP765307)
67 |Ensifer meliloti SF3.1 (KP765319)
Ensifer meliloti SF3.3 (KP765320)
Ensifer meliloti SF3.5 (KP765321)
Ensifer meliloti SF3.9 (KP765322)
Ensifer meliloti SF3.10 (KP765323
Ensifer meliloti SF3.20 (KP765324
Ensifer meliloti SF3.21 (KP765325
Ensifer meliloti SF3.23 (KP765326
Ensifer meliloti SF3.33 (KP765327
Ensifer meliloti SF3.37 (KP765329
Ensifer meliloti SF3.40 (KP765330
(
(
(
(
(

Ensifer meliloti SF3.42 (KP765332
Ensifer meliloti SF3.48 (KP765333
Ensifer meliloti SF3.49 (KP765334
Ensifer meliloti SF3.53 (KP765335
Ensifer meliloti SF3.55 (KP765336

NP Nt AL NS NN NN N A NI N

Ensifer meliloti LMG 61337 (D14509)
65 | Ensifer medicae WSMA419T (NR074254)
'Ensifer medicae SF3.41 (KP765331)

0.0005

Figura 19. Arbol filogenético donde se aprecia la relacién entre las secuencias del gen ARNr 16S
de cada aislamiento con las de las cepas tipo de E. meliloti y E. medicae. Se muestran las cepas y
los nimeros de acceso a NCBI de todas las secuencias. Los valores de bootstrap representan los
porcentajes obtenidos a partir de 1000 réplicas.
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2.2 Perfil RFLP de la regioén intergénica IGS

Se amplificé la region intergénica IGS con los cebadores FGPS1490 (Navarro et al.,

1992) y FGPL132 (Ponsonnet y Nesme, 1994) y se analiz6 el perfil de restriccion
correspondiente a los 30 aislamientos, asi como los de las dos estirpes tipo con dos
enzimas, Alul y Mspl. Todos los aislamientos, incluida la estirpe SF3.41, mostraron el
mismo perfil al digerir con el enzima Alul (tipo 1) que, ademas, coincidi6 con el perfil
presentado por la cepa tipo E. meliloti LMG 6133T. En el caso del perfil de restriccion con
el enzima Mspl, la mayor parte de los aislamientos presentaron un perfil comtn con el
de la cepa tipo de E. meliloti (tipo 1). Hubo tinicamente dos excepciones, la cepa SF3.41
cuyo perfil fue idéntico a la cepa tipo E. medicae LMG 199207 (tipo 2) y la cepa ORT17
(tipo 3) que mostré un perfil tnico, diferente tanto a las dos cepas tipos como al resto de
aislamientos. Los perfiles RFLP de la region IGS se muestran en la Figura 20. Los

nuimeros asociados a cada perfil diferente se pueden ver en la Tabla 17.

—1,5kb

— 500 pb

— 100 pb

Figura 20. Perfiles RFLP de la region IGS digeridos con los enzimas Alul y Mspl A, Perfiles de
restriccion con la enzima Alul correspondientes a: carril 1, perfil obtenido para todos los
aislamientos (tipo 1). Carril 2, perfil de E. meliloti LMG 6133T. Carril 3, perfil de E. medicae LMG
199207 (tipo 2). Carril 4, marcador de peso molecular de 1kb. Carril 5, marcador de peso molecular
de 100 pb. B, Perfiles de restriccion con la enzima Mspl correspondientes a: carril 1, ORT17 (tipo
3). Carril 2, E. meliloti LMG 61337 y aislamientos exceptuando a ORT17 y a SF3.41 (tipo 1). Carril
3, E. medicae LMG 199207 y SF3.41 (tipo 2). Carril 4, marcador de peso molecular de100 pb. Carril
5, marcador de peso molecular de 1kb.
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El analisis de la secuencia del gen glnll, uno de los genes housekeeping
empleados en los estudios taxonémicos de los rizobios, aporta informacién
adicional a la del gen ARNr 16S. Por ello, se amplificé con los cebadores gInII12-
Fy gInll689-R (Vinuesa et al., 2005b) y se secuencié una regioén de 657 pb de dicho
gen en una seleccion de 6 aislamientos, aquéllos que presentaban porcentajes de
similitud con el gen ARNr 16S de E. meliloti LMG 6133T por debajo del 100%
(ORT17, ORT19, SF3.3, SF3.20, SF3.23, SF3.34) y SF 3.41, la tinica cepa con un
100% de identidad en el gen ARNr 16S con E. medicae LMG 199207. Ademas,
también se llev6 a cabo con algunos aislamientos cuyos porcentajes de identidad
eran del 100% (ORT11, ORT12, SF1.2, SF3.10, SF3.33 y SF3.37) para tener datos
representativos de todos los porcentajes del ARNr 16S. Todas las secuencias del
gen gInll de los aislamientos de M. marina tuvieron una similitud del 99% con la
del gen gInll de E. meliloti LMG 61337, excepto la secuencia del aislamiento SF3.41,
cuyo porcentaje fue del 100% con la de la cepa tipo de E. medicae. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 17. Asi mismo, el arbol filogenético realizado
con las secuencias de este gen en los aislamientos estudiados mediante el
algoritmo neighbor-joining se muestra en la Figura 21; en él se observa como las
cepas aparecen distribuidas en dos clados principales, el correspondiente a las
cepas pertenecientes a E. meliloti en la parte superior y el correspondiente a las

cepas de E. medicae en la parte inferior.
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Ensifer meliloti SF3.23 (KT199245)

Ensifer meliloti SF3.34 (KT199246)

Ensifer meliloti SF3.3 (KT199244)
Ensifer meliloti ORT17 (KR818749)
Ensifer meliloti ORT19 (KP765339)
Ensifer meliloti SF3.20 (KP765342)

Ensifer meliloti LMG 61337 (KR818748)
100 | Ensifer medicae SF3.41 (KP765345)
| Ensifer medicae LMG 199207 (KR818746)
Ensifer medicae M19.1 (KR818747)

0.005

Figura 21. Arbol filogenético donde se aprecia la relacién entre las secuencias del gen gInIl de una
serie de aislamientos seleccionados con la de las cepas tipo de E. meliloti y E. medicae. Se muestran
las cepas y los ntimeros de acceso al NCBI de todas las secuencias. Los valores de “bootstrap”
representan los porcentajes obtenidos a partir de 1000 réplicas.

Tabla 17. Grupos genéticos y perfiles RFLP de los aislamientos de M. marina
aPorcentaje de
AISLAMIENTO identidad del ADNr bGrupo RFLP IGS <Grupo ginll
16S (grupo)

Alul Mspl
ORT11 100% (1) 1 1 2
ORT12 100% (1) 1 1 2
ORT13 100% (1) 1 1 ND
ORT16 100% (1) 1 1 ND
ORT17 99,93% (2) 1 3 2
ORT18 100% (1) 1 1 ND
ORT19 99,93% (2) 1 1 2
SF1.2 100% (1) 1 1 2
SF1.6 100% (1) 1 1 ND
SF1.11 100% (1) 1 1 ND
SF2.11 100% (1) 1 1 ND
SF2.17 100% (1) 1 1 ND
SF3.1 100% (1) 1 1 ND
SF3.3 99,93% (2) 1 1 2
SE3.5 100% (1) 1 1 ND
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aPorcentaje de
AISLAMIENTO identidad del ADNr bGrupo RFLP IGS ¢Grupo ginIl
16S (grupo)

Alul Mspl
SF3.9 100% (1) 1 1 ND
SF3.10 100% (1) 1 1 2
SF3.20 99,92% (2) 1 1 2
SF3.21 100% (1) 1 1 ND
SF3.23 99,92% (2) 1 1 2
SF3.33 100% (1) 1 1 2
SF3.34 99,85% (2) 1 1 2
SF3.37 100% (1) 1 1 2
SF3.40 100% (1) 1 1 ND
SF3.41 100% (3) 1 2 3
SF3.42 100% (1) 1 1 ND
SF3.48 100% (1) 1 1 ND
SF3.49 100% (1) 1 1 ND
SF3.53 100% (1) 1 1 ND
SF3.55 100% (1) 1 1 ND
E. meZi(;ngLMG 1) 1 1 1
E. meldgtgg(e)TLMG 3) ’ ’ 3

Los resultados se indican de la siguiente forma:

a1,100% de identidad con E. meliloti LMG 6133T; 2: identidad <100% con E. meliloti LMG 61337;
3, identidad del 100% con E. medicae LMG 19920T.

b1, perfil idéntico a E. meliloti LMG 61337; 2, perfil idéntico a E. medicae LMG 199207; 3, perfil
tnico.

¢1, identidad del 100% con E. meliloti LMG 6133T; 2, identidad del 99% con E. meliloti LMG 6133T;
3, identidad del 99% con E. medicae LMG 19920T.

Los rizobios se caracterizan por presentar un namero variable de plasmidos, uno
de ellos es el simbibtico; por lo que fue de interés conocer el nimero plasmidos que
presentaban los aislamientos de M. marina. El resultado obtenido tras el estudio del perfil
de plasmidos mediante el método Eckhardt de cada uno de los 30 aislamientos fue
bastante diverso tanto en nimero de pldsmidos como en el tamafo de los mismos,

mostrando que el perfil de plasmidos fue practicamente tnico a nivel de estirpe. La
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RESULTADOS

mayor parte de los aislamientos presentaron entre 2 y 3 plasmidos, mientras que otros
presentaron entre 4 y 5. El nimero de plasmidos de cada aislamiento se puede ver en la

Tabla 18.

4. Perfil de lipopolisacaridos (LPS)

Se llev6 a cabo la extraccion y el anélisis mediante SDS-PAGE de los LPS de cada
uno de los aislamientos. La mayoria de ellos presentaron un perfil electroforético de LPS
similar al mostrado por E. meliloti LMG 61337, con la excepcion de cuatro de ellos, ORT18
y SF3.41y, por otro lado, SF3.21 y SF3.40 que presentaron ambos el mismo perfil. Cabe
destacar que el perfil de SF3.41 no coincidiera con el de la cepa tipo E. medicae LMG

19920T. El tipo de perfil que mostré cada aislamiento se muestra en la Tabla 18.

Tabla 18. Ntimero de plasmidos y perfiles LPS de los aislamientos de M. marina

AISLAMIENTO a Numero de plasmidos b Perfil LPS

ORT11 3

N

ORT12

ORT13

ORT16

ORT17

ORT18

ORT19

SF1.2

SF1.6

=N W g NN RN

SF1.11

SF2.11

Z
o

SF2.17

SF3.1

SF3.3

SF3.5

SF3.9

SF3.10

SF3.20

BN N DN N NN DN N NN DN N @ NN NN

N| & N| W] W] W W W

SF3.21
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AISLAMIENTO a Numero de plasmidos b Perfil LPS

SF3.23 3 2

SF3.33 3

SF3.34 ND

SF3.37

SF3.40

SF3.41

SF3.42

SF3.48

SF3.49

SF3.53

SF3.55

N N Q| | Q| Q| R N N
N N N N NN O & N NN

E. meliloti LMG
6133T

E. medicae LMG 2 1
199201

Los resultados se indican de la siguiente forma:
a Numero de pldsmidos, aunque el mismo ntimero no conlleva necesariamente el mismo tamafo.
bTipo de perfil de LPS mostrado: 1, 2, 3,4y 5.

Para llevar a cabo una caracterizacion fisioldgica completa de los aislamientos de
M. marina, se estudi6é la capacidad para crecer en medio YM liquido a distintas
concentraciones de NaCl y a distintos valores de pH en el mismo medio tamponado.
Ademiés, se estudi6 la capacidad de crecer en medio BM sélido con diferentes fuentes de
carbono, en medio TY solido a distintas temperaturas, ademas de la resistencia a
distintas concentraciones de los antibioticos cloranfenicol, eritromicina, neomicina y

vancomicina, entre otras pruebas.

Todos los aislamientos de los nédulos de M. marina procedentes de las Marismas
del Odjel crecieron en YM liquido a concentraciones de NaCl entre 300 y 800 mM al igual
que las cepas tipo de E. melilotiy E. medicae. Sin ambargo, en los aislamientos de las dunas
de San Fernando se encontré una mayor variabilidad, cinco de ellos (SF1.2, SF1.6, SF1.11,

SF2.11 y SF2.17) tuvieron el mismo rango de crecimiento que los aislamientos de las

123



Marismas del Odiel (300 a 800 mM); la mayoria creci6 entre 300 y 700 mM, mientras que
otros cuatro (SF3.3, SF3.5, SF3.21 y SF3.40) fueron los menos resistentes, creciendo como

maximo a 600 mM. Los resultados se muestran en la Tabla 19.

Todos los aislamientos de M. marina procedentes de ambas zonas crecieron en
medio liquido tamponado en un rango de pH entre 7 y 8,5, siendo claramente alcalino-
tolerantes. De ellos, una gran parte crecieron ademas a pH acido (5,5) siendo, por tanto,
también acido-tolerantes, como también demostraron ser las cepas tipo E. meliloti LMG
6133T y E. medicae LMG 199207T. Las excepciones fueron ORT16, SF3.1, SF3.5, SF3.10,
SF3.23, SF3.40 y SF3.41, (Tabla 19).

Todos los aislamientos de M. marina crecieron en placas de TY sélido a las
temperaturas de 22, 28 y 37 °C, incluida también la cepa tipo de E. medicae. Sin embargo,
s6lo un grupo de 11 aislamientos (ORT11, ORT13, ORT16, ORT17, ORT18, SF1.2, SF1.6,
SF1.11, SF3.9, SF3.10 y SF3.40) crecieron a 42°C, mientras que otros seis (ORT19, SF3.5,
SF3.20, SF3.21, SF3.53 y SF3.55) lo hicieron levemente, al igual que la estirpe E. meliloti
LMG 6133T. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 19.

Los aislamientos se comportaron de forma bastante diversa en cuanto a la
asimilacion de las diferentes fuentes de carbono. Ninguno de ellos crecié con sorbosa
como unica fuente de carbono, mientras que todos lo hicieron con sorbitol, glicerol, D-
salicina y manitol. El uso de otras fuentes de carbono como: arabinosa, dulcitol, D-
galactosa, xilosa, ribosa, lixosa y melibiosa fue un caracter dependiente de la cepa. Asi
el 96,6% de las estirpes aisladas crecieron con D-galactosa, mientras que solo el 6,6% de
ellas lo hicieron con xilosa como tnica fuente de carbono; la capacidad de asimilacion
de las diferentes fuentes de carbono por cada aislamiento se puede observar en la Tabla

19.
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Se realizd6 un estudio de la resistencia natural a los antibidticos
cloranfenicol (Clm), eritromicina (Ery), neomicina (Neo) y vancomicina (Vam) en
medio YM solido. Los resultados obtenidos variaron, de modo que tinicamente
cinco de ellos (ORT17, SF1.6, SF3.9, SF3.40 y SF3.49) resistieron concentraciones
de 15 ng/ml de vancomicina, mientras que todos los aislamientos excepto ORT17
y la cepa tipo E. meliloti LMG 61337 crecieron con concentraciones de 60 pg/ml

de cloranfenicol. Los resultados se muestran en la Tabla 19.
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Tabla 19. Caracteristicas fisiol6gicas y capacidad de crecimiento en condiciones de estrés abiético.

AISLAMIENTO pH  NaCl (mM) Antibiético (ug/ml) Fuente de Carbono Crecimiento 42°C
Neo  Ery Clm Vam Dul D- Xil Lix Rib Mel Ara
ORT11 5,5-8,5 300-800 30R  300R  60R S 1 Glal 2 2 2 1 1 1
ORT12 5,5-8,5 300-800 S 150R  60R S 1 1 2 2 2 2 2 2
ORT13 5,5-8,5 300-800 S 150R  60R S 1 1 2 2 1 1 1 1
ORT16 7-8,5 300-800 S S 60R S 1 1 2 2 1 1 1 1
ORT17 5,5-8,5 300-800 15R  300R S 15R 1 1 2 2 2 2 1 1
ORT18 5,5-8,5 300-800 15R  150R  60R S 1 1 2 2 1 2 1 1
ORT19 5,5-8,5 300-800 15R  300R  60R 1 1 2 2 1 1 1 1*
SF1.2 5,5-8,5 300-800 30R  300R  60R S 1 1 2 2 2 1 2 1
SF1.6 5,5-8,5 300-800 30R  300R 60R  15R 1 1 2 2 2 2 1 1
SF1.11 5,5-8,5 300-800 30R S 60R S 1 1 2 2 1 2 1 1
SF2.11 5,5-8,5 300-800 30R S 60R S 1 1 2 2 2 2 1 2
SF2.17 5,5-8,5 300-800 30R  300R  60R S 1 1 2 2 1 2 1 2
SF3.1 7-8,5 300-700 30R  300R  60R S 1 1 2 1 ND ND 1 2
SF3.3 5,5-8,5 300-600 30R  300R  60R S 1 1 2 1 ND ND 1 2
SF3.5 7-8,5 300-600 60R  300R  60R S 1 1 2 1 ND ND 2 1*
SF3.9 5,5-8,5 300-700 S 150R  60R  15R 2 1 2 2 ND ND 1 1
SF3.10 7-8,5 300-700 60R  300R  60R S 1 1 1 1 ND ND 1 1

126



AISLAMIENTO pH  NaCl (mM) Antibiético (ug/ml) Fuente de Carbono Crecimiento 42°C
Neo  Ery Clm Vam Dul D- Xil Lix Rib Mel Ara

SF3.20 5585 300700 30R 150R 60R S 1 Glal 2 1 ND ND 1 e
SF3.21 5585  300-600 S S 60R S 2 1 2 2 ND ND 2 e
SF3.23 785 300700 60R 300R 60R S 1 1 2 1 ND ND 1 2
SF3.33 5585 300700 60R 300R 60R S 2 1 2 1 ND ND 1 2
SF3.34 5585 300700 15R 150R 60R S 2 1 2 2 ND ND 2 2
SF3.37 5585 300700 30R 150R 60R S 2 1 2 2 ND ND 2 2
SF3.40 785 300600 30R S  60R 15R 1 1 1 1 ND ND 1 1
SF3.41 785  300-700 S S 60R S 1 2 2 2 ND ND 2 2
SF3.42 5585 300700 60R 300R 60R S 2 1 2 1 ND ND 1 2
SF3.48 5585 300700 60R 300R 60R S 1 1 2 1 ND ND 1 2
SF3.49 5585 300700 30R S  60R 15R 2 1 2 1 ND ND 1 1
SF3.53 5585 300700 60R 300R 60R S 1 1 2 1 ND ND 1 1
SF3.55 5585 300700 60R 300R 60R S 2 1 2 2 ND ND 2 1
E. melg‘;;’;LMG 5585 300800 15R S S S 1 1 2 2 2 1 1 1*
E. m"l‘i;;;gTLMG 5585  300-800 S S 6R S 1 1 2 2 2 2 2 2

Los resultados se indican de la siguiente forma:
R: Resistente; S: Sensible y ND: No Determinado.
1: La estirpe crece en esta condicidn, 2: La estirpe no crece en esta condicién, 1*: La estirpe crece lentamente en esta condicion.
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Se realizaron ensayos de los 30 aislamientos de M. marina en siete especies
de Medicago: M. marina, M. minima, M. murex, M. orbicularis, M. polymorpha, M. sativa
y M. truncatula. Los resultados (Tabla 20) mostraron la gran variabilidad simbi6tica
que existe en estas estirpes, a pesar de que todas, excepto SF3.41, pertenecen a la
misma especie. En M. sativa todos los aislamientos dieron lugar a nédulos fijadores
excepto uno, SF3.48, cuyos nédulos eran ineficientes. Sin embargo, en M. minima 'y
M. polymorpha, la mayor parte de los aislamientos formaron tnicamente
abultamientos en la raiz sin llegar a desarrollar nédulos propiamente dichos. Por
otro lado, los resultados obtenidos en el resto de plantas fueron muy diversos:
algunas estirpes formaron noédulos fijadores, otras formaron nédulos inefectivos
para la fijacion de nitrégeno, mientras que unas pocas Unicamente produjeron
abultamientos en la raiz. Cabe destacar que el aislamiento SF3.41 perteneciente a la
especie E. medicae dio lugar a nédulos fijadores en todas las especies de Medicago
probadas, asi como también ocurrié con la estirpe M19.1, usada como cepa de
referencia de E. medicae en los test de nodulacién, ya que la cepa tipo LMG 199207

no nodulaba o lo hacia muy tardia y débilmente.

Tabla 20. Nodulacién y fijacién de nitrégeno de los aislamientos de M. marina y las cepas de
referencia en plantas de M. sativa, M. polymorpha, M. truncatula, M. murex, M. orbicularis, M.
minimay M. marina.

AISLAMIENTO sa]g:va polyrlec;rpha trun]:fz-tula m]:g:ex orbi]c\:lt-laris miﬁﬁa mﬁzl\fz:na
ORT11 E B E B E E E
ORT12 E B B B I E E
ORT13 E B B B E E E
ORT16 E B I B I I E
ORT17 E B I B E E E
ORT18 E B I B E E E
ORT19 E B I B E E E
SF1.2 E B I B I E E
SF1.6 E B E B I E E
SF1.11 E B I B I E I
SF2.11 E B I B I I E
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RESULTADOS

RUSILAMITININO su]g;m polynA;Ic;rpha trunzrztula mzt\l/f‘.ex orbizc\:ll.laris miﬁﬁu mti\;lt:na
SF2.17 E B B B I L I
SF3.1 E B I B E E E
SF3.3 E B B B I I E
SF3.5 E B I B E E E
SF3.9 E B I E I E E
SF3.10 E B E E E E E
SF3.20 E B E B E E E
SF3.21 E B B B I E E
SF3.23 E B B B E I E
SF3.33 E B I B I E E
SF3.34 E B I B I E E
SF3.37 E B E B E E E
SF3.40 E B I B E E E
SF3.41 E E E E E E E
SF3.42 E B B B I E E
SF3.48 I B B B I I E
SF3.49 E I B E I E E
SF3.53 E B B B E ! E
SF3.55 E B B B E I E

E. meéillgi;TLMG E B B B I E I

i P E B E 1 B

E: Simbiosis efectiva (el peso seco de la parte aérea de las plantas inoculadas fue
significativamente diferente de los controles sin inocular; P = 0,05). I: Simbiosis inefectiva (el
peso seco de la parte aérea de las plantas inoculadas no fue significativamente distinto de
los controles sin inocular; P = 0,05). B: Abultamientos en la raiz.

7. Nodulacion en plantas de M. marina

Con el objetivo de determinar el rango de nodulacion de M. marina con otras
especies del género Ensifer, se inocularon ocho de ellas, E. americanus CFNEI-156T,
E. arboris LMG 149197, E. fredii HH103, E. kostiense LMG 156137, E. kummerowiae
CCBAU 717147, E. morelense LCOAT, E. saheli LMG 78377y E. terangae LMG 7834 en

plantulas de M. marina, asi como en M. sativa como control. Todas nodularon en M.
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sativa pero tnicamente E. kummerowiae CCBAU 71714 nodul6 de forma eficiente las
dos plantas, mientras que E. kostiense LMG 156137, E. americanus CFNEI-156T y E.
terangae LMG 78347 solo fueron capaces de formar pequefios nédulos blancos sobre
M. marina. Y las especies E. arboris, E. fredii, E. morelense y E. saheli no indujeron la

formacion de nédulos en esta planta.

Teniendo en cuenta que los aislamientos de M. marina presentaron un
comportamiento simbiético bastante diverso sobre las distintas especies de Medicago
probadas en contraposiciéon con lo ocurrido en su planta de origen, donde la
mayoria de ellos formaron nédulos eficientes, se decidi6 estudiar si pertenecian a
diferentes simbiovariedades. Para ello se procedi6 a la secuenciacién y analisis del
gen nodC, que junto con nodA y nodB son los mds empleados para este tipo de
estudios.

Usando los cebadores nodC-F y nodC-R (Laguerre et al., 2001) se ha amplificado,
secuenciado y analizado un fragmento de 780 pb del gen 10dC, y se ha comparado
con las secuencias del mismo gen de otras estirpes pertenecientes a las diferentes
simbiovariedades de E. meliloti. El resultado mostr6 que todos los aislamientos
identificados como E. meliloti compartian una secuencia del gen nodC bastante
similar (99%) a la de la cepa E. meliloti ATCC 99307, perteneciente a la sv. meliloti.
En la Figura 22 se representan tnicamente algunos aislamientos representativos.
Ademas, el aislamiento SF3.41 se relacioné con la cepa tipo E. medicae A3217y otras
estirpes de E. medicae que no pertenecen a ninguna simbiovaridad definida.

En el caso concreto de E. meliloti, algunas simbiovariedades estdn descritas por la
secuencia de nodA, por lo que se ha amplificado mediante los cebadores nod Aext-F
y nodAext-R y secuenciado un fragmento de 695 pb de algunos aislamientos
representativos, cuya relacién con diferentes simbiovariedades de E. meliloti se
puede ver en la Figura 23. En ella se aprecia que todos esos aislamientos se asemejan
en la secuencia del gen nodA ala cepa tipo E. meliloti ATCC 9930T perteneciente a la
sv. meliloti, excepto el aislamiento SF3.41 cuya mayor relacién se establece con la

cepa E. medicae A3
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100 l Ensifer kummerowiae CCBAU 717147 (GU994071.1) ]
Ensifer meliloti 1021 (AE006469)
Ensifer meliloti ORT17 (KP765355)
61| Ensifer meliloti ORT19 (KP765357)
94 g0 | Ensifer meliloti SF3.20 (KP765365)
Ensifer meliloti RP254 (DQ413012)
100| * Ensifer meliloti ATCC 99307 (EF209423)
Ensifer meliloti SF3.3 (KP765362)
Ensifer meliloti SF3.23 (KP765367)
Ensifer meliloti SF3.34 (KP765369)
Ensifer medicae SF3.41 (KP765372)
Ensifer medicae A 3217 (EF428921)

100

100 - Eysifer medicae CCBAU 33036A (DQO10035)
Ensifer medicae WSM419 (CP000740)
96 1~ Ensifer meliloti LAO2 (EF428926N)

100!_L Ensifer meliloti LAIII42 (EF428925)
Ensifer meliloti CC2003 (GQ507364)
Ensifer meliloti USDA 1170 (AF522456)
Ensifer meliloti STM 4103 (KC848534)
Ensifer meliloti STM 4084 (KC848539)
Ensifer meliloti STM 3164 (KC848540) sv. rigiduloides
Ensifer meliloti 61I1p (KC848543)
Ensifer meliloti M29 (KC848545)
_99| Ensifer meliloti LILM2009 (FJ792816)

68\-{

100

100

Ensifer meliloti GVPV12 (FJ462796)
Ensifer meliloti Llan-3 (FM178856)

————
0.05

100 Ensifer meliloti Llan-2 (FM178855)
9\2-‘7 Ensifer meliloti Lse-2 (FM178858) sv. lancerottense

Ensifer meliloti Llan-6 (FM178857)

Figura 22. Arbol filogenético donde se aprecia la relacion entre las secuencias del gen 10dC
de una serie de aislamientos seleccionados con diferentes cepas de E. meliloti pertenecientes
a distintas simbiovariedades y E. medicae. Se muestran las cepas y los nimeros de acceso de
todas las secuencias. Los valores de “bootstrap” representan los porcentajes obtenidos a

partir de 1000 réplicas.
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923 { Ensifer meliloti 4H41 (FJ800056)
Ensifer meliloti LILM2009 (FJ792817)

69| Ensifer meliloti STM 4084 (KC848518)
Ensifer meliloti 61I1p (KC848522)

99 Ensifer meliloti STM 4103 (KC848527)
Ensifer meliloti STM 3164 (KC848519)
Ensifer meliloti M29 (KC848524)

Ensifer medicae 5M18 (FJ800087)
’4 Ensifer medicae SF3.41 (KP765348)
Ensifer medicae A3217 (AJ300224)

Ensifer meliloti ORT19 (KP890697)

| Ensifer meliloti SF3.20 (765346)

Ensifer meliloti ORT17 (KT199240)

i3] Ensifer meliloti SF3.3 (KT199241)

=

Ensifer meliloti SF3.23 (KT199242)
Ensifer meliloti SF3.34 (KT199243)
- Ensifer meliloti ATCC 99307 (FJ800094)

Ensifer meliloti 042B (AF038577) J
— Ensifer meliloti STM 2836 (DQ406577)

0.1

100I Ensifer meliloti STM 2835 (DQ406578)

} sv. mediterranense

r sv. rigiduloides

sv. meliloti

} sv. medicaginis

Figura 23. Arbol filogenético donde se aprecia la relacién entre las secuencias del gen nodA
de una serie de aislamientos seleccionados con diferentes cepas de E. meliloti pertenecientes
a distintas simbiovariedades y E. medicae. Se muestran las cepas y los nimeros de acceso de
todas las secuencias. Los valores de “bootstrap” representan los porcentajes obtenidos a

partir de 1000 réplicas.
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RESULTADOS

Todos estos resultados demuestran que los simbiontes de M.
marina en las 4areas del suroeste de Andalucia pertenecen
principalmente a la especie E. meliloti sv. meliloti con la excepcion de
uno de ellos que fue identificado como E. medicae. Ademas, en
condiciones de laboratorio esta planta puede ser nodulada por F.
kumerowiae CCBAU 71714". Las cepas aisladas fueron tolerantes a
diversos factores de estrés abidtico, lo cual indica que el uso de la
simbiosis entre M. marina y algunos de estos aislamientos pueden ser
empleados para la estabilizacion de los sistemas dunares y

enriquecerlos con materia organica.
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Capitulo 3

Implicacion del gen nolG en la simbiosis Ensifer
meliloti y E. medicae con Medicago sativa y en la

resistencia a metales pesados.

Los andlisis fisico-quimicos realizados a los suelos de las 4reas en las que se ha
desarrollado este estudio mostraron que se trataba de zonas contaminadas por metales
pesados provenientes de la antigua industria minera y los sedimentos fluviales que alli
se depositaron. Estos resultados llevaron al estudio de la resistencia a metales pesados
de las bacterias aisladas de estas zonas y de los posibles mecanismos genéticos que
originan dicha resistencia.

Tras hacer un rastreo de algunos de los genes que podrian estar implicados en la
resistencia a metales pesados en bacterias, se seleccion6 el gen 1n0lG para hacer un estudio
mas extenso. Este gen ha sido descrito como uno de los constituyentes del sistema RND
(resistencia-nodulacién-divisién celular) probablemente implicado en la expulsién de
metales pesados al espacio extracelular como sistema de defensa frente a éstos. Hasta la
fecha no se conoce el papel de n0lG en la simbiosis Ensifer meliloti y E. medicae con M.
sativa, aunque, como se encuentra en un operén junto con nodM, nodN y nolF y bajo un
promotor inducible por flavonoides, ha sido denominado como un gen de nodulacién
mas. Por lo tanto, se plante6 estudiar su posible implicacién no sélo en la tolerancia a

metales de estas cepas sino también en la simbiosis con esta planta.
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Como se ha visto en los resultados del Capitulo 1 de esta Tesis (Tabla 9), el
analisis fisico quimico de los suelos dio a conocer las grandes concentraciones de algunos
metales pesados presentes en las zonas “Recuperada”, “No Recuperada” y “Minas de
Rio Tinto”. En la Tabla 21 se ha hecho un resumen de la presencia de metales pesados
en cada zona, detallandose s6lo los metales que alcanzaron niveles considerados como
de contaminacién en los parques naturales siguiendo los “Criterios y estdndares
aplicados en Andalucia y publicados por Galan et al. (1999). En ella se puede observar
que los suelos del “Arenal seco” y “Arenal inundado” de las Marismas del Odiel se
pueden considerar como no contaminados en funcién a los valores de metales pesados
encontrados. Las zonas “No recuperada” y “Recuperada” de las Marismas del Odiel
serian consideradas como &reas de tratamiento obligatorio por los niveles detectados de
Zn'y de Pb, y como areas de investigacién obligatoria en cuanto a sus niveles de Hg,
aunque los valores més destacados son los de As y Cu, 3y 10 veces por encima del valor
de intervencién en parque naturales respectivamente. El suelo obtenido de las cercanias
a las Minas de Rio Tinto presenté niveles de Cu que lo calificaron como de tratamiento
obligatorio, mientras que en relacion a los niveles de Ni, Hg y Cr lo harian de
investigacion recomendable.

Ademés de las Marismas del Odiel y Rio Tinto, se realiz6 un estudio fisico-quimico a los
suelos de las dunas de San Fernando, lugar donde se hicieron nuevos aislamientos de
M. marina. Esta zona, al igual que la zona del “Arenal Seco”, donde se aislaron los
primeros simbiontes de M. marina no presentd valores de concentracién de metales

pesados considerados como contaminantes, (Tabla 21).
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Tabla 21. Nivel de contaminacién por metales pesados de los suelos de las zonas de estudio en
Marismas del Odiel, Rio Tinto y San Fernando.

PARCELA METALES PESADOS
02-1 Arenal seco A
(Marismas del Odiel)
02-3 Arenal inundado A
(Marismas del Odiel)
Cu (10X)
O3-1 No recuperado ZnD
(Marismas del Odiel) PbD
As (3X)
Hg C
Cu (10X)
03-2 Recuperado ZnD
(Marismas Odiel) PbD
As (3X)
Hg C
CuC
RT2 NiB
Minas de Rio Tinto Hg B
CrB
Dunas de San Fernando A

A: No contaminado, B: Investigacién recomendable, C: Investigacién obligatoria, D: Tratamiento
obligatorio (nivel de intervencién), 3X: 3 veces el nivel de intervencién en parque naturales, 10X:
10 veces nivel de intervencién en parque naturales.

Se llevo a cabo un estudio de la tolerancia a metales pesados de las bacterias
aisladas de leguminosas procedentes de todas las zonas, tanto de las Marismas del Odiel
como de Rio Tinto como de las dunas de San Fernando, mediante la inoculacién en forma
de pequeiios parches sobre placas de medio TY con distintas concentraciones de los
metales As, Co, Cr, Cs, Cu, Ni, Zn, Cd, Ag y Hg, en las formas de Na:HAsO, - 7H>O,
CoCl,, K2Cr207, CsCl, CuSOs - 5H,O, NiClo, ZnSO, - 7H,O, CdCl, AgNO; HgCl,

De manera general, los resultados mostraron que las bacterias mas tolerantes a
estos metales fueron las aisladas de nodulos de plantas de Medicago en las zonas del
“ Arenal seco”, concretamente las cepas ORT12 y ORT16 aisladas de M. marina y ORT24
y ORT28 de Medicago sp.; ORT47 de M. polymorpha de la “Ribera del Rio Tinto” y SF1.2
de M. marina de las “dunas de la playa de San Fernando”, también fueron bastante
resistentes. En cambio, ORT3, ORT8, ORT9 y ORT10, que se aislaron de la zona

“Recuperada”, fueron las que presentaron menor tolerancia a metales (datos no
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mostrados). Los valores de concentracion de metales a los que crecen las bacterias
descritos por Nieto et al. (1987) ademas de los referidos por Brim et al. (1999) que son
considerados como valores de resistencia, son los valores de 10 mM para As, 1 mM para
Ag, Cd, Cu, Ni, Pby Zn; 0,5 para Cr y Coy 0,1 mM para Hg.

Tras un primer y extenso barrido, se seleccionaron una serie de aislamientos bien
por ser representativos de una zona en particular por las resistencias mostradas o bien
por ser los que mayor nimero de resistencias presentaba y se compararon con las dos
estirpes tipo LMG1 99227 de E. mediace y LMG 6133T de E. meliloti. En concreto, fueron
las cepas ORT12, ORT16, SF1.2 y SF3.41 aisladas de M. marina; ORT24, ORT28 aisladas
de Medicago sp.; ORT32, ORT44 y ORT46 de Trifolium sp y ORT47, aislada de M.
polymorpha. Estos aislamientos fueron ensayados nuevamente con distintas
concentraciones de los metales As, Cd, Co, Cr, Cu, Niy Zn, puesto que no se encontraron
valores de tolerancia cercanos a los considerados de resistencia para el Hg, hasta
determinar la concentracién mas alta que les permitié crecer, (Tabla 22). Entre los
aislamientos con mayor resistencia se encontraron ORT12, ORT28 y SF1.2; destacando
por crecer hasta 1,5 mM de Zn, aunque los demés aislamientos probados presentaron
valores de tolerancia, en general, bastante similares. En la Tabla 2 se pueden observar
los valores de resistencia en mM de cada aislamiento a los diferentes metales, asi como
el sumatorio de todas las resistencias en la columna de la derecha como un modo de

describir qué cepas son las mas tolerantes.

Tabla 22. Niveles maximos de resistencia a metales pesados de una seleccién de aislamientos de
las zonas de las Marismas del Odjiel y Rio Tinto (ORT), de las dunas de San Fernando (SF) y de
las cepas de referencia de E. meliloti y E. medicae.

Resistencia
As Cd Co Cr Cu Ni Zn
PLANTA CEPA total
(o) ©5 @©5 @©O5 @®H @O @

(mM)
M. marina ORT12 15 0,2 1 03 25 2 15 22,5
M. marina ORT16 15 02 1 03 25 2 1 22
Medicago sp. ORT24 15 0,2 1 03 25 2 1 22
Medicago sp.  ORT28 15 0,2 1 03 25 2 15 224
Trifolium sp.  ORT32 15 025 05 0,2 2 2 1 20,95
Trifolium sp.  ORT44 15 0,2 1 0,2 2 2 1 21,4
Trifolium sp.  ORT46 15 0,2 1 0,1 2 2 1 21,3
M ORT47 15 0,2 0,5 0,3 2 2 1 21

polymorpha
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RESULTADOS

. Resistencia
PLANTA STE U - G e total

1) ©05 @©5 O35 @ @® @)

(mM)

M. marina SF1.2 15 0,25 1 0,5 2 2 15 22,25

M.marina SF3.41 15 0,25 1 0,2 2 2 1 21,45
. LMG

E. medicae 199207 15 0,2 0,5 0,2 2 2 1 20,9
. LMG

E. meliloti 61337 15 0,2 1 0,3 2 2 1 21,5

(): Concentraciéon en mM a partir de la cual una bacteria es considerada resistente (Nieto et al.,

1987; Brim et al., 1999).

3. Basqueda de genes de resistencia a metales pesados

Contando con bacterias resistentes a metales pesados muy diversos, se buscaron

genes que podian estar implicados en algunos de los mecanismos de defensa.

3.1 Gen SMc04128 de E. meliloti 1021 que codifica una ATPasa de tipo Piscon

alta similitud al gen cadA

Dado que tanto en E. meliloti 1021 como E. medicae WSM419 presentaron un gen con
una alta similitud al gen cadA en sus genomas, se determind la presencia de este gen en
todos los aislamientos pertenecientes a E. meliloti de M. marina, asi como en el tnico
aislamiento de esta planta identificado como E. medicae (SF3.41). Tras disefiar los
cebadores cad A-2146F, cadA-2146R, cad A-28Emedic-F y cad A-1641Emedic-R, sobre las
secuencias del gen cadA en E. meliloti 1021 (SMc04128) y E. medicae WSM419
respectivamente, se comprobé mediante amplificaciéon por PCR la presencia del mismo
en todos los aislamientos de M. marina. Por este motivo, se llevd a cabo un analisis més
detallado de la resistencia a Cd y Zn en todos ellos. Los resultados se muestran en la
Tabla 23, donde se puede ver que ninguno de los aislamientos presentaba resistencia a
Cd por encima del valor de 0,5 mM. Sin embargo, la resistencia a Zn de todos los

aislamientos super¢ el valor de 1 mM de concentracioén en el medio de cultivo.
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Tabla 23. Resistencia a cadmio y cinc de los aislamientos de M. marina

AISLAMIENTO METAL PESADO (mM)
Cd Zn
ORT11 0,1 1,25
ORT12 0,2 1,5
ORT13 0,1 1,25
ORT16 0,2 1,25
ORT17 0,2 1,25
ORT18 0,2 1,25
ORT19 0,2 1,25
SF1.2 0,25 1,5
SF1.6 0,2 1
SF1.11 0,2 1
SF2.11 0,2 1
SF2.17 0,35 1,25
SF3.1 0,25 1,25
SF3.3 0,25 1,25
SF3.5 0,25 1,25
SF3.9 0,35 1,25
SF3.10 0,35 1,25
SF3.20 0,35 1,25
SF3.21 0,25 1,25
SF3.23 0,25 1,25
SF3.33 0,35 1,25
SF3.34 0,25 1,25
SF3.37 0,35 1,25
SF3.40 0,25 1,25
SF3.41 0,25 1,25
SF3.42 0,25 1,25
SF3.48 0,25 1,25
SF3.49 0,35 1,25
SF3.53 0,35 1,25
SF3.55 0,35 1,25
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AISLAMIENTO METAL PESADO (mM)

Cd Zn
E. meliloti LMG 61337 0,25 1
E. medicae LMG 199207 0,1 ND

El gen nolG est4 descrito como uno de los componentes de un sistema RND, cuya
funcién como bomba de exclusién de metales ha sido descrita por Tseng et al. (1999),
pero del que no se conocen exactamente los sustratos que transporta. Ademdas, como se
ha mencionado, este gen se encuentra en tercer lugar en un operén constituido por
cuatro genes, dos de ellos, el primero y el ultimo, nodM y nodN, respectivamente, estan
descritos como genes de nodulacion (Baev et al., 1992) y los dos genes centrales nolF y
nolG forman parte de los componentes del sistema RND (Eda et al., 2011).

Para abordar el estudio de la implicaciéon de 7n0lG en la tolerancia a metales se
seleccionaron las estirpes mas resistentes a éstos o con alguna otra caracteristica que las
hiciera interesantes. Fueron seleccionadas las estirpes E. meliloti ORT12 por estar entre
las tres més resistentes y la estirpe E. medicae SF3.41 porque era bastante resistente y por
ser el inico aislamiento de M. marina perteneciente a la especie E. medicae.

En primer lugar, se disefiaron los cebadores nolG-2522-F y nolG-2522-R en base a la
secuencia del gen nolG de E. meliloti 1021, con los que se amplifico un fragmento de
aproximadamente 2,5 kb y se comprob6 la presencia de este gen en ambos aislamientos,

como se muestra en la Figura 24.
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Figura 24. Amplificaciéon por PCR de un fragmento de aproximadamente 2,5 kb correspondiente
al gen nolG. 1, E. meliloti ORT12; 2, E. medicae SF3.41; 3, control negativo; 4, marcador de peso
molecular \-HindIIl.

Se han secuenciado 3105 de las 3198 pb que tiene el gen 1n0lG de las estirpes ORT12

y SF3.41. La secuencia de ORT12 mostr6 18 diferencias puntuales con la secuencia de

nolG de E. meliloti 1021 (Figura 25). Sin embargo, solamente se ha encontrado una

diferencia puntual entre las secuencias del gen n0lG de SF3.41 con respecto a la de la cepa

tipo E. medicae WSM419 (Figura 26).

ORT12
Sm1021
consensus

ORT12
Sm1021
consensus

ORT12
Sm1021
consensus

ORT12
Sm1021
consensus

ORT12
Sml1021
consensus

ORT12
Sml1021
consensus

ORT12
Sml1021
consensus

134
181
181

794
841
841

974
1021
1021

1034
1081
1081

1394
1441
1441

1754
1801
1801

——————————————————————————————————————————————— GATGATGGTGATG
ATGTTCCTCACACGTATCAGCATCAACCATCCGGTCTTCGCTACCATGATGATGGTGATG
atgttcctcacacgtatcagcatcaaccatccggtcttcgetaccatGATGATGGTGATG

IAGCGAGATCTCACGGCCGATTGAGGCGGCGCTCAACACKRATCGGCGGAATCGACACCATC
IAGCGAGATCTCACGGCCGATTGAGGCGGCGCTCAACACIATCGGCGGAATCGACACCATC]
AGCGAGATCTCACGGCCGATTGAGGCGGCGCTCAACAC ATCGGCGGAATCGACACCATC

GGTTTGCACATCGTTAAGGTCCAAGGCGCCAACACGGTCGAGGTEGCGTCCGCAGTTCGC
GGTTTGCACATCGTTAAGGTCCAAGGCGCCAACACGGTCGAGGTIGCGTCCGCAGTTCGC
GGTTTGCACATCGTTAAGGTCCAAGGCGCCAACACGGTCGAGGT GCGTCCGCAGTTCGC

GGAGGTGTTCTGTCRGTGCTGATCGTGTTCATATTTTTGAACTCCTGGCGATCCACGGTT
GGAGGTGTTCTGTC@®GTGCTGATCGTGTTCATATTTTTGAACTCCTGGCGATCCACGGTT

GGAGGTGTTCTGTC GTGCTGATCGTGTTCATATTTTTGAACTCCTGGCGATCCACGGTT

ATCACCGGCCTTACCTCCCCATTTCAGTTATTGGCACATTCGCGGCAATTTACGCTCTC]
IATCACCGGCCTTACIMCTCCCCATTTCAGTTATTGGCACATTCGCGGCAATTTACGCTCTC

ATCACCGGCCTTAC CTCCCCATTTCAGTTATTGGCACATTCGCGGCAATTTACGCTCTC

CTTGATCCGATGCTGTCGAGCHTTTGGTGCGATCCCCAATCTCAAAAAACTGCCAAGCGA|
CTTGATCCGATGCTGTCGAGCETTTGGTGCGATCCCCAATCTCAAAAAACTGCCAAGCGA]

CTTGATCCGATGCTGTCGAGCaTTTGGTGCGATCCCCAATCTCAAAAAACTGCCAAGCGA

ACGTATTC@ACTATCAATTCCGGGGAAATGCGTGGCTTCAACAAGG

ACGTATTC ACTATCAATTCCGGGGAAATGCGTGGCTTCAACAAGGCCCTGGTGGCCGTG
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ORT12 1874 GGCTTTCCAGHATCGCCGGCCTCGAAATCTCAGTCGGACAGCGTTCGGAAGTGGTC
Sm1021 1921 IATCGCCGGCCTCGAAATCTCAGTCGGACAGCGTTCGGAAGTGGTC

consensus 1921 CGGCGGCTTTCCAGaATCGCCGGCCTCGAAATCTCAGTCGGACAGCGTTCGGAAGTGGTC

ORT12 IR GGATCGATAAAGCCGTTACAATTGTCGATCCTCGGGGATGGTGACGAGGAGETGCGACGG
Sml1021 IR GGATCGATAAAGCCGTTACAATTGTCGATCCTCGGGGATGGTGACGAGGAGITGCGACGG
consensus 1981 GGATCGATAAAGCCGTTACAATTGTCGATCCTCGGGGATGGTGACGAGGAG TGCGACGG

ORT12 2114 ®CTAGTCGCGGGTGATGCA|
Sml1021 2161 ICTAGTCGCGGGTGATGCA)

consensus 2161 CTCGGCGTGTCaATCGCAACGATAGGCGATACACTCAGGTC CTAGTCGCGGGTGATGCA

ORT12 YRR TATCTGTATGGAACAG
Sml1021 2221 pNyNieyyeivNieler.vXerNel
consensus 2221 ATATCTGTATGGAACAGCCCTGACGGAGAA CCCACGATGTCGTGGTGCGCCTCCCCGCC
ORT12 2414

GAAGGAAGGACGTTGGGCGACGTTGTGGCCGATCTGAAGGCCGCGAT®MACAAAGATGGAT
Sml1021 AN CAAGGAAGGACGTTGGGCGACGTTGTGGCCGATCTGAAGGCCGCGATI®@ACAAAGATGGAT

consensus 2461 GAAGGAAGGACGTTGGGCGACGTTGTGGCCGATCTGAAGGCCGCGAT ACAAAGATGGAT

ORT12 PAEEICGCTTGGGCGAAGGCGGCGCGCAGCGCGCGCCAATGGCCCATGCAATCATCGGCGGHTT
Sm1021 PAZ SR CGCTTGGGCGAAGGCGGCGCGCAGCGCGCGCCAATGGCCCATGCAATCATCGGCGGETT
consensus 2941 GGCTTGGGCGAAGGCGGCGCGCAGCGCGCGCCAATGGCCCATGCAATCATCGGCGGATTG

ORT12 ASKY O/ TATCCTCCACCCTCCTCAGTTTGGTCTTTGTGCCTGTCGTGCTGACTTATCTTGETGCC
Sm1021 CJOJONRN "\ TATCCTCCACCCTCCTCAGTTTGGTCTTTGTGCCTGTCGTGCTGACTTATCTTGETGCC

consensus 3001 ATATCCTCCACCCTCCTCAGTTTGGTCTTTGTGCCTGTCGTGCTGACTTATCTTGgTGCC

) Q)

ORT12 EINR T TCGCCGGGCGCGTAAGGCGCTGGGTGCCTTCTCCTACTGHATCGAATGCTTCGGCTCAG
Sm1021 EIN T TCGCCGGGCGCGTAAGGCGCTGGGTGCCTTCTCCTACTGEATCGAATGCTTCGGCTCAG
consensus 3061 TTCGCCGGGCGCGTAAGGCGCTGGGTGCCTTCTCCTACTGaATCGAATGCTTCGGCTCAG
ORT12 EIOWE N C\CGAIN®GCTCCGATAAGACTAAABC T CC T G it
Sm1021 ENVERNC\CGAMEGCTCCGATAAGACTAAABCTCCTGCTTGCGCTCTCACAAGCCAGGATCAGTTA|

consensus 3121 CACGA GGTCCGATAAGACTAAAgCTCCTGCttgcgctctcacaagccaggatcagtta

ORT12 ~  =m=m=——————m———— e

Sm1021 CNRSHRN CGCACAACAATTATGTGA

consensus 3181 gggacaacaattatgtga

Figura 25. Alineamiento de los fragmentos en los que se han encontrado cambios de la secuencia
de nucleétidos del gen n0lG de E. meliloti ORT12 con la correspondiente secuencia homéloga de
E. meliloti 1021.

En negro se muestran los residuos idénticos entre las distintas secuencias de nucleétidos, en gris
los residuos similares y en blanco los diferentes.

SF3.41 1
WSM419 IR\ TGTTCCTCACACGTATCAGCATCAACCATCCGGTCTTCGCTACCATGATGATGGTGATG]
consensus 1 atgttcctcacacgtatcagcatcaaccatccggtcttcgectaccatgatgatggtgATG

SF3.41 PARY I CTAGGCGTTCGCGAAGGCAAAAGCCTGCGTCAGAGCCTTGCAGATGCCGGAGCEGTAAGA)
WSM419 AV C T AGGCGTTCGCGAAGGCAAAAGCCTGCGTCAGAGCCTTGCAGATGCCGGAGCHGTAAGA)
consensus 2821 CTAGGCGTTCGCGAAGGCAAAAGCCTGCGTCAGAGCCTTGCAGATGCCGGAGCgGTAAGA

SF3.41 EINY M CACGACGGGTCCGATAAGACTAAAACTCCTGCTTGCGCTCTC]
WSM419 ENVERNC\CGACGGGTCCGATAAGACTAAAACTCCTGCTTGCGCTCTCACAAGCCAGGATCAGTCA|
consensus 3121 CACGACGGGTCCGATAAGACTAAAACTCCTGCTTGCGCTCTCacaagccaggatcagtca

143



SF3.41
WSM419

3181 [elefe)Ner:vXer:V- N eF:Niele):

consensus 3181 gggacaacaatcatgtga

Figura 26. Alineamiento de los fragmentos en los que se han encontrado cambios de la secuencia
de nucleétidos del gen #0lG de E. medicae SF3.41 con la correspondiente secuencia homoéloga de
E. medicae WSM419.
En negro se muestran los residuos idénticos entre las distintas secuencias de nucleétidos, en gris
los residuos similares y en blanco los diferentes.

Asi mismo, se han comparado las secuencias de aminodacidos de las proteinas

NolG de ambos aislamientos, ORT12 y SF3.41, con las secuencias de las estirpes E. meliloti

1021 y E. medicae WSM419, respectivamente, encontrdndose 7 aminoacidos diferentes en

ORT12 con respecto a E. meliloti 1021 (Figura 27), y ninguno en SF3.41 respecto a E.

medicae WSM419.
ORT12 1
Sm1021 1
consensus 1
ORT12 465
Sm1021 481
consensus 481
ORT12 705
Sm1021 721
consensus 721
ORT12 765
Sm1021 781
consensus 781
ORT12 945
Sm1021 961
consensus 961
ORT12 1005
Sm1021 1021
consensus 1021

———————————————— MMVMILVLGLFSYGRLGVDHYPETDLPVVVVATTYTGASPESVE
MELTRISINHPVFATMMMVMILVLGLFSYGRLGVDHYPETDLPVVVVATTYTGASPESVE
mfltrisinhpvfatmMMVMILVLGLFSYGRLGVDHYPETDLPVVVVATTYTGASPESVE

LDPMLSSMWCDPQSQKTAKRGFFGQLIERFDOWFEGLASRYRSVIYFTFDYRKTTIATIVI
LDPMLSSiWCDPQSQKTAKRGFFGQLIERFDOWFEGLASRYRSVIYFTFDYRKTTIAIVL

LGVSIATIGDTLRSLVAGDAISVWNSPDGESHDVVVRLPAAGRENAAQLRNLPIATARMD
LGVSIATIGDTLRSLVAGDAISVWNSPDGEMHDVVVRLPAAGRENAAQLRNLPIATARMD

LGVSIATIGDTLRSLVAGDAISVWNSPDGEsHDVVVRLPAAGRENAAQLRNLPIATARMD

LDPMLSS@WCDPQOSQKTAKRGFFGOQLIERFDOWFEGLASRYRSVIYFTFDYRKTTIAIVI

DNGKPIMVLLDQVADVVESTAPAQITRKDLSRDIRISSNIEGRTLGDVVADLKAAMTKMD
DNGKPIMVLLDQVADVVESTAPAQITRKDLSRDIRISSNIEGRTLGDVVADLKAAMTKMD
DNGKPIMVLLDQVADVVESTAPAQITRKDLSRDIRISSNIEGRTLGDVVADLKAA1ITKMD

LRPIVMTTLAMIFGMLPTALGLGEGGAQRAPMAHAIIGGLISSTLLSLVEVPVVLTYL[EA

LRPIVMTTLAMIFGMLPTALGLGEGGAQRAPMAHAIIGGLISSTLLSLVEVPVVLTYLBA

LRPIVMTTLAMIFGMLPTALGLGEGGAQRAPMAHAIIGGLISSTLLSLVEFVPVVLTYL A
SDKTK]

FAGRVRRWVPSPTSNASAQHDIN
FAGRVRRWVPSPT[@SNASAQHDES DKTKIPACALTSQDQLGTTIM]

FAGRVRRWVPSPT SNASAQHD SDKTK Pacaltsgdglgttim

Figura 27. Alineamiento de los fragmentos en los que se han encontrado cambios de la secuencia de
aminoacidos de la proteina NolG de E. meliloti ORT12 con la correspondiente proteina homéloga de E.

meliloti 1021.

En negro se muestran los residuos idénticos entre las distintas secuencias de aminoacidos, en gris los

residuos similares y en blanco los diferentes.
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Previamente a la construccion de los mutantes se obtuvieron variantes resistentes
espontdneos a rifampicina de las estirpes ORT12 y SF3.41 que recibieron los nombres de
SVQ747 y SVQ748, respectivamente, y que son las que se empleardn a partir de este
momento en todos los experimentos sucesivos como estirpes parentales.

Los mutantes en el gen n0lG se construyeron mediante la insercién del casete lacZ-
Gm. Para ello se construy6 previamente el plasmido pMUS1216, que porta un fragmento
de 2522 pb de la parte central del gen nolG de E. meliloti 1021 amplificado por PCR y
clonado en el plasmido pGEMT-easy. Este plasmido se digirié con el enzima BamHI cuya
Unica diana se encuentra en el interior de la secuencia del gen nolG. El plasmido
linealizado de ~5,5 kb se lig6 con un fragmento de ~4,4 Kb que contiene el casete lacZ-
Gm digerido con BamHI y obtenido a partir del plasmido pAB2001. La insercién del
casete en el gen n0lG mediante esta estrategia dio lugar al plasmido pMUS1228 (Figura
28). Finalmente, este plasmido se digiri6 con la enzima Notl para asi extraer el fragmento
correspondiente al gen 1n0lG con la insercion del casete, se convirtieron los extremos
cohesivos en romos mediante la enzima Klenow y finalmente se ligé en romo al
plasmido pK18mob, suicida en rizobios, en el punto Smal del mismo, dando lugar al
plasmido pMUS1256. Para finalizar la construccién del mutante en 10lG, este plasmido
se homogenotizé en las estirpes parentales SVQ747 y SVQ748 y de esta forma se
obtuvieron los mutantes SVQ749 (= SVQ747 nolG:lacZ) y SVQ 750 (= SVQ748 nolG::lacZ).

La homogenotizacién de la mutaciéon se confirmé mediante hibridacion,
digiriendo el ADN total de las estirpes parentales SVQ747 y SVQ748 y de los mutantes
SVQ749 y SVQ750 con la enzima Nrul. Como sonda de hibridacion se uso6 el producto
de PCR amplificado con los cebadores nolG_2522F y nolG_2522R, que lleva incorporado
nucle6tidos marcados con digoxigenina. Mediante el ensayo de hibridacién se comprob6
que las estirpes mutantes SVQ749 y SVQ750 presentaban una tinica banda 4,4 kb mayor
que la dnica banda de la estirpe parental, correspondiente a la insercion del casete lacZ-

Gm en el gen nolG, (Figura 29).
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BamHI
LacZ alpha LacO
Amplificacion por PCR con los cebadores
nolG_2522F y nolG_2522R de un fragmento
central del gen nolG de Sm1021 de 2522 pb
pGEM-T Easy
3016 bp

\ Lacz alpha

<

AmpR

AmpR

pMUS1216
5537 bp

LacO

Hod
BawHL
Sall

BawHI

Sall ) Pstl

Pstl amp PMDBlori prcg  Hindll

HindIII EcoRI

EcoRI Swal
MS

Smal Epnl

Kpnl Heol

Nedl pABEZ001 gen SpH

6.9 kb

extraer lacZGm
- .

Fragmento nolG

— BamHI

Digestion BamHI para
digerir el gen

Notl

LacZ alpha /
|

Digestién BamHI para

Fragmento nolG

AmpR

pMUS1228
9937 bp

Hindlll
| ~
Sphi lacZ-Gm
Pstl | Notl
Sall | Fragmento nolG
Xbal
BamH| Digestién Notl, conversion de
Smal | los extremos cohesivos a
ECORIi LacZ alpha LacZ alpha romos mediante la enzima
+ Klenow
Fragmento nolG
Digestién Smal para
linealizar el plasmido
pk18mob
pMUS 1256

\3793 |

9366 bp

lacZ-Gm

LacO

Fragmento nolG

Figura 28. Construccién de los mutantes SVQ749 y SVQ750 por en insercién del casete lacZ-Gm
en el gen nolG de E. meliloti SVQ747 y E. medicae SVQ748 respectivamente.
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A — 23,1 kb 23,1 kb
— 9,4 kb 9,4 kb
— 6,7kb 6,7 kb
= 4,3 kb
4,3 kb
— - 2,3 kb
B 5 23 kb

Figura 29. Hibridacién en Southern para comprobar los mutantes en el gen 1n0lG por inserciéon del
casete lacZ-Gm; A, carril 1: SVQ747; carril 2: SVQ749; carril 3: marcador A HindlIll. B, carril 1:
SVQ748; carril 2: SVQ750; carril 3: marcador \ HindIII.

Paralelamente se amplific6 mediante PCR una secuencia de 3257 pb a partir del
ADN genémico de las estirpes parentales SVQ747 y SVQ748, correspondiente al gen
nolG completo. Para ello, se utilizaron los cebadores nolG+27F-Kpnl y nolG+40R-Xbal,
portadores de ambas dianas y los productos de la PCR de ambas estirpes se digirieron
con las enzimas Kpnl y Xbal y se clonaron en el vector pBBRIMCS-2, previamente
digerido con las mismas enzimas, generando asi los plasmidos pMUS1306 y pMUS1313,
respectivamente, (Figuras 30 y Figura 31) que llevan el gen 1n0lG sin su promotor, bajo la
expresion del promotor T7 del plasmido pBBRIMCS-2. Estos plasmidos se conjugaron
con los mutantes respectivos, SVQ749 y SVQ750, obteniéndose las estirpes SVQ749
pMUS1306 y SVQ750 pMUS1313.

Amplificacion por PCR con los cebadores nolG+27F-Kpnl vy
nolG+40R-Xbal del gen nolG completo de |a estirpe SVQ747.

Km R

LacO

pBBR1 MCS-2 Digestion Xbal, Kpnl para

5144 bp linealizar el pldsmido pMUS.1 306

8264 bp

LacZ alpha

/
nolG

Xbal LacZ alpha

Figura 30. Construccion del plasmido pMUS1306 por clonacién de un fragmento de 3257 pb
correspondientes al gen nolG completo de E. meliloti SVQ747, en el plasmido pBBRIMCS-2.
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Amplificacion por PCR con los cebadores nolG+27F-Xhol-Smedic y
nolG+40R-Xbal del gen nolG completo de la estirpe SVQ748.

_

Km R S

pBBR1MCS-2

5144 bp Digestion Xbal, Kpnl para

linealizar el plasm\do

pPMUS1313
8264 bp

LacO

KmR \ LacO

, | _ > LacZ alpha

Kpnl nolG
Xba| LacZ alpha

Figura 31. Construcciéon del plasmido pMUS1313 por clonacién de un fragmento de 3257 pb
correspondientes al gen 10lG completo de E. medicae SVQ748, en el plasmido pBBRIMCS-2.

5. Caracterizacion de los mutantes en el gen nolG de E. meliloti

SVQ747 v E. medicae SVQ748 por la insercion del casete lacZ-Gm

5.1Respuesta a metales pesados

Una vez construidos los mutantes por insercion del casete lacZ-Gm en el gen nolG y
con el objetivo de comprobar la implicacion de este sistema de transporte en la exclusion
de metales pesados, se hicieron estudios de tolerancia a metales pesados y curvas de

crecimiento en presencia de éstos.

5.1.1 Tolerancia a los metales pesados

Las estirpes parentales, SVQ747 y SVQ748 y sus correspondientes mutantes por
insercién en el gen nolG, SVQ749 y SVQ750, fueron estudiados para su capacidad de
tolerancia a los metales Cd, en forma de CdCl,; 50mM; Zn, en forma de ZnSO4 500 mM,
Cu, en forma de CuSO,500 mM; Co, como CoCl,100 mM y Ni, como CL:Ni 200 mM,
mediante el método de difusion en disco.

Los resultados mostraron que SVQ747 y SVQ749 presentaron un rango de
tolerancia a metales pesados bastante similar, ya que no se aprecié una disminucién de
los halos de inhibicién con los metales ensayados del mutante frente al parental. En el
caso de la comparacion entre la estirpe parental E. medicae SVQ748 y el mutante SVQ750

(Figura 32) se apreciaron leves diferencias en la tolerancia a Cd y a Zn, que no fueron

148



RESULTADOS

estadisticamente significativas. Los resultados medidos en milimetros del halo de

inhibicién formado en las placas, se muestran en la Tabla 24.

Tabla 24. Medida en milimetros del didmetro del halo de inhibicién formado por diferentes
concentraciones en metales pesados en las estirpes de E.meliloti SVQ747 y E. medicae SVQ748 y
sus correspondientes mutantes por insercion del casete lacZ-Gm, SVQ749 y SVQ750

Cu (CuSOs) Zn (ZnSOs;) Cd(CdCL) Co (CoCL) Ni (NiClL)

Estirpe 500 mM 500 mM 50 mM 100 mM 200 mM
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
14,4+2,9
sSVQ747 12,6 £2,9 A 22+41A 13+1,7A 13+21A A
13,2+2,5
SVQ749 12,4+3,8 A 21,4+41A 124+1,7A 124+13A A
13,3+2,1
SVQ748 19+1,7A 193+49A 13,7+32A 14+26A A
12,3+2,1
SVQ750 20,6 £3,8 A 23+56 A 16+1,7 A 15,3+35 A A

Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente
al nivel del 5%.

Figura 32. Halos de inhibicién del crecimiento formados por metales pesados en la estirpe A,
SVQ748; B, SVQ750.

5.1.2 Curva de crecimiento en presencia de metales pesados

Se realizaron curvas de crecimiento en medio TY liquido con dos metales
pesados, cinc y cadmio en las que ademdas de ensayar SVQ747 y SVQ748 y sus
respectivos mutantes, SVQ749 y SVQ750, se incluyeron a los mutantes a los que se les
habia introducido por conjugacion los plasmidos pMUS1306 y pMUS1313 que portan
una copia silvestre del gen n0lG de SVQ747 y de SVQ748, respectivamente. E1 ZnSO, se
utiliz6 a concentraciones de 0,56 mM y 0,27 mM para E. meliloti y E. medicae,

respectivamente, mientras que el CdCl; se us6 a una concentracion de 0,2 mM para las
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estirpes de E. meliloti y a 0,075 mM para las cepas de E. medicae. Todas las concentraciones
se tomaron por ser las equivalentes a la mitad de la concentracién minima inhibitoria. Se
realizaron medidas de D.O. a 600 nm hasta las 140 horas después de la inoculacién, no
encontrdndose diferencias sustanciales entre las estirpes parentales y sus mutantes en

nolG en ninguna de las dos especies bacterianas tal y como se observa en las Figuras 33,

34,35y 36.
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Figura 33. Curva de crecimiento de las estirpes SVQ747, SVQ749 y SVQ749 pMUS1306 de E.
meliloti, en medio TY suplementado con CdCl; a una concentracién de 0,2 mM.
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Figura 34. Curva de crecimiento de las estirpes SVQ747, SVQ749 y SVQ749 pMUS1306 de E.
meliloti, en medio TY suplementado con ZnSO4 a una concentraciéon de 0,56 mM.
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Figura 35. Curva de crecimiento de las cepas SVQ748, SVQ750 y SVQ750 pMUS1313 de E. medicae,
en medio TY suplementado con CdCl; a una concentracién de 0,075 mM.
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Figura 36. Curva de crecimiento de las cepas SVQ748, SVQ750 y SVQ750 pMUS1313 de E. medicae,
en medio TY suplementado con ZnSO, a una concentracién de 0,27 mM.

5.2 Movilidad tipo swimming

Dado que los sistemas RND son componentes de membrana, se consideré de interés
estudiar en los mutantes nolG la movilidad tipo swimming para averiguar si existian
algunas diferencias con las estirpes parentales. Los ensayos se realizaron en medio
Bromfield (0,3 % de agar, suplementados con kanamicina en caso de que la cepa portase
algan plasmido derivado de pBBRIMCS-2),

Antes de realizar los experimentos de movilidad se hicieron curvas de
crecimiento en medio Bromfield para determinar si las bacterias presentaban diferencias
de crecimiento en este medio (Figura 37). Los resultados obtenidos indicaron que no
existian diferencias significativas en el crecimiento en este medio entre las cepas
silvestres y sus respectivas estirpes mutantes.

Los resultados movilidad tipo swimming mostraron leves diferencias de
movilidad entre las estirpes parentales y mutantes, observandose un ligero aumento de
la movilidad swimming en el caso del mutante de E. meliloti SVQ749 respecto al parental
SVQ747, (Figura 38) y, justo al contrario, una leve disminucién en el caso del mutante de

E. medicae SVQ750 respecto de la cepa parental SVQ748, que en ninguno de los casos
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fueron estadisticamente significativas (Figura 41). Este cambio de movilidad revirtié
cuando se introdujo el plasmido pMUS1306 en la estirpe SVQ749 ya que al comparar
con la estirpe SVQ749 pBBRIMCS-2 se vio una disminucién de la movilidad
estadisticamente significativa de la primera cepa respecto a la segunda, (Figura 39). Un
caso similar se observé en E. medicae, donde hubo un ligero aumento de la movilidad
considerado estadisticamente significativo en la estirpe SVQ750 pMUSI1313 en
comparacion con la estirpe SVQ750 pBBRIMCS-2, (Figura 42).
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Figura 37. Curva de crecimiento en medio Bromfield de la estirpe parental E. meliloti SVQ747 y la
cepa mutante SVQ749.
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Figura 38. Movilidad tipo swimming en
medio Bromfield 0,3% de agar, medida
segin el didmetro en mm del halo de
movilidad del parental E. meliloti SVQ747 y
su derivado mutante en el gen nolG,
SVQ749. Las columnas con una misma letra

no difieren significativamente al nivel del
5%.

Figura 39. Movilidad tipo swimming en medio
Bromfield 0,3% de agar y kanamicina 60 pg
ml?, medida segin el didmetro en mm del
halo de movilidad de las estirpes E. meliloti
SVQ749 pBBRIMCS-2 y SVQ749 pMUS1306.
Las columnas con una misma letra no difieren
significativamente al nivel del 5%.
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Figura 40. Curva de crecimiento en medio Bromfield de la estirpe parental E. medicae SVQ748 y

la cepa mutante SVQ750.
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Figura 41. Movilidad tipo swimming en
medio Bromfield 0,3% de agar, medida
segin el didmetro en mm del halo de
movilidad del parental E. medicae SVQ748 y
su derivado mutante en el gen nolG,
SVQ750. Las columnas con una misma letra

no difieren significativamente al nivel del
5%.

5.3 Fenotipo en respuesta a flavonoides

18
16
14
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10

Diametro (mm)

svQ750 svQ7s50
pBBR1MCS-2 pMUS1313

Figura 42. Movilidad tipo swimming en medio
Bromfield 0,3% de agar y kanamicina 30 pg
ml?, medida segtn el didmetro en mm del
halo de movilidad de las estirpes E. medicae
SVQ750 pBBRIMCS-2 y SVQ750 pMUS1313.
Las columnas con una misma letra no difieren
significativamente al nivel del 5%.

5.3.1 Estudio de la capacidad de induccién por flavonoides de los genes de nodulacion

mediante la actividad -galactosidasa

Dado que los datos bibliograficos describen que el operén nodMnolFGnodN se

encuentra bajo la influencia de un promotor nod inducible por luteolina, se investigo la

capacidad de induccién de diferentes flavonoides sobre los genes de nodulacién de E.

meliloti SVQ747 y de E. medicae SVQ748. Para ello se realizaron experimentos de

actividad p-galactosidasa de estas estirpes tras transferirles por conjugacién el plasmido

pMP240, que porta el promotor del gen nodA de R. lequminosarum bv viciae fusionado al

gen lacZ sin promotor, tras la induccion con una serie de 20 flavonoides distintos. Los

resultados mostraron que ninguno de los flavonoides daba lugar a valores de induccién

como los que cabria esperar para los genes de nodulacién en ninguna de las dos cepas

de ambas especies, aunque tres de ellos provocaron valores de induccién ligeramente
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maés altos en E. meliloti SVQ747, sobresaliendo entre ellos la isoliriquitigenina con un
valor de 3,08 veces de induccion frente al control sin inducir.

Estos flavonoides, isoliriquitigenina, luteolina y 4-7 dihidroxiflavona, fueron
seleccionados como inductores para ver si se observaban diferencias entre los valores de
inducciéon de pMP240 en las cepas parentales, frente a los de las fusiones lacZ-Gm en los
genes nolG presentes en las cepas mutantes. Los resultados mostraron valores de
induccién atin menores en el caso de SVQ749 frente a SVQ747 pMP240 con los tres
flavonoides, pero iguales (caso de la isoliriquitigenina) o un poco superiores (caso de la
4-7 dihidroxiflavona) en la estirpe E. medicae SVQ750 frente a SVQ748 pMP240. Los
resultados de actividad mostrada por las cepas de estudio inducidas con flavonoides

frente a la actividad basal sin inducir, se muestran en las Tablas 25y 26.

Tabla 25. Actividad p-galactosidasa, Unidades Miller de induccién del promotor del gen nodA en
la estirpe SVQ747 con diferentes flavonoides y nimero de veces de induccién respecto del control
sin flavonoides.

E. meliloti SVQ747 E. medicae SVQ748

pMP240 pMP240
Actividad Actividad
B- N° de - N° de
galactosidasa  veces de  galactosidasa  veces de
(Unidades induccion  (Unidades  induccion
Miller) Miller)
141,98 + 8,73 205,88 + 69,32
YM (control) D 1,00 A 1,00
166,67 + 43,65 125,00 + 58,93
Kaempferol BD 1,17 A 0,61
. 160,92 + 16,26 157,41 £ 13,09
Morina BD 1,13 A 0,76
. , 138,89 + 19,64 208,33 + 88,39
Daidzeina D 0,98 A 1,01
Tz 135,80 + 0 CD 0,96 133,33 Ai 23,57 0,65
Apigenina 192,31 + 0 BD 1,35 212,96 Ai 39,28 1,03
4-7 192,98 + 24,81
Dihidroxiflavona 2L 7 B s A 0,94
Hesperitina 145,16 £ 7,6 CD 102 o2 Ai 84,18 1,68
. . 133,33 + 15,71 239,58 + 73,66
Naringenina CD 0,94 A 1,16
Luteolina 269,23+ 18,13 B 1,90 243,59 Ai 18,13 1,18
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196,43 + 8,42 180,56 * 58,93

BD A
436,78 + 65,02 208 25439 + 12,41 .
A A
146,67 + 18,86 1,03 176 47 + 0 A 0,86
CD
142,86 £ 16,84 101 155,56 + 0 A 0,76
CD
239,58 +
154,32+ 8,73 1,09 103,12 116
BD
A
179,01 £ 8,73 157 41 + 13,09
. 126 N 0,76
105,56 + 23,57 071 206,35 + 22,45 100
D A
166,67 £ 19,64 187,50 + 58,93
o 117 N 0,01
192,31 + 54,39 17778 + 62.85
— 135 . 0,86
89,29 + 58,93 D 0,63 202,38 : 16,84 0,08
130'92,11’)33'67 0,02 13333+ 0 A 0,65

Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente
al nivel del 5%.

Tabla 26. Actividad B-galactosidasa, Unidades Miller de induccién del promotor del gen nodA en
las estirpes parentales SVQ747 y SVQ 748 en comparacién con la induccién del gen lacZ insertado
en el gen n0lG en las estirpes mutantes SVQ749 y SVQ750.

141,98 £ 8,73 A 1,00 78,70 £21,22 A 1,00

436,78 + 65,02 3,08 111,11 + 42,00 1,41
B A

269,23 +18,13 1,90 71,68 £6,21 A 0,65
B
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E. meliloti SVQ747

E. meliloti SVQ749

Actividad N° veces Actividad N° veces
pB- induccién B- induccion
galactosidasa galactosidasa
(Unidades (Unidades
Miller) Miller)
4-7 231,18+ 7,6 B 1,63 63,49 £15,87 A 0,89
Dihidroxiflavona

E. medicae SVQ748

E. medicae SVQ750

Actividad N° veces Actividad N° veces
pB- induccién B- induccién
galactosidasa galactosidasa
(Unidades (Unidades
Miller) Miller)
YM (control) 205,88 + 69,32 1,00 55,56 £ 6,01 A 1,00
A
Isoliriquitigenina 254,39 + 12,41 1,24 68,97 £11,49 A 1,24
A
Luteolina 243,59 £ 18,13 1,18 55,56 £ 0 A 0,81
A
4-7 192,98 + 24,81 0,94 71,98 £14,98 A 1,29
Dihidroxiflavona A

Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente
al nivel del 5%.

Se eligio la luteolina como flavonoide inductor, ya que estd descrito como uno de los
principales flavonoides de los genes nod de E. meliloti, a pesar de que no es el que mayor
induccion produjo en SVQ747, SVQ748 y sus derivados. De este modo se hicieron curvas
de crecimiento en presencia de luteolina (1 pg ml?!) para estudiar la influencia que
pudiera tener este flavonoide en el crecimiento de las cepas parentales en comparaciéon
con las estirpes mutantes en el gen 1n0lG y las cepas que portan una copia silvestre del
gen n0lG en el plasmido pMUS1306. No se observaron diferencias en el crecimiento entre
las tres estirpes de E. meliloti, SVQ747, SVQ749 y SVQ749 pMUS1306, ni en ausencia ni
en presencia del flavonoide luteolina (Figuras 43 y 44). Asi como tampoco se apreciaron
diferencias en el caso de la estirpe parental E. medicae SVQ748 y su mutante SVQ750,
pero si se not6 un ligero retraso en el tiempo de generaciéon de la cepa SVQ750

pMUSI1313, (Figuras 45 y 46).
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Figura 43. Curva de crecimiento en medio TY de E. meliloti SVQ747 y sus derivados SVQ749 y
SVQ749 pMUS1306.
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Figura 44. Curva de crecimiento en medio TY suplementado con luteolina (1 pg ml?) de E. meliloti
SVQ747 y sus derivados SVQ749 y SVQ749 pMUS1306.
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Figura 45. Curva de crecimiento en medio TY de E. medicae SVQ748 y sus derivados SVQ750 y

SVQ750 pMUS1313.
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Figura 46. Curva de crecimiento en medio TY suplementado con luteolina (1 g ml?) de E. medicae
SVQ748 y sus derivados SVQ750 y SVQ750 pMUS1313.
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5.3.3 Movilidad de tipo swimming en presencia de luteolina

Tras no detectarse diferencias en las curvas de crecimiento en presencia de
luteolina entre parentales y mutantes, se realizaron experimentos de movilidad de tipo
swimming con luteolina (1 pg ml?), usando metanol (1 ul ml-?) (disolvente del flavonoide)
como control. Los resultados mostraron que la luteolina provocé una disminucién de la
movilidad estadisticamente significativa tanto en SVQ747 como en su derivado mutante
por insercién en el gen nolG, SVQ749. Ademéds, se observé un aumento de la movilidad
por efecto del metanol que en ambos casos se considera estadisticamente significativa.
De nuevo se observé que el mutante SVQ749 es mas movil que su parental, SVQ747,
tanto en ausencia como en presencia de luteolina, (Figura 47).

A diferencia de lo ocurrido en E. meliloti, en el caso de E. medicae SVQ748 hubo una ligera
disminucién en la movilidad debida a la presencia del luteolina, que no fue
estadisticamente significativa, y no se aprecié un aumento en la misma por efecto del
metanol. La luteolina y el metanol provocaron los mismos efectos en ambas estirpes de
E. medicae, pero con una disminucién significativa del mutante SVQ750 frente al parental

SVQ748 en todas ellas (Figura 48).

25
D
20 C [
C

€15 A : :

£

S AB

[0}

£

5 10 B : ‘
| . ‘ ‘
O EE—. EE—.

svQ7a7 SvVQ749

B Control M Luteolina Metanol

Figura 47. Movilidad tipo swimming en presencia de luteolina (1 pg ml?), medida segun el
diametro en mm del halo de movilidad de la estirpe E. meliloti SVQ747 y su mutante SVQ749. Las
columnas con una misma letra no difieren significativamente al nivel del 5%.
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Figura 48. Movilidad swimming en presencia de luteolina (1 pg ml'), medida segin el didmetro
en mm del halo de movilidad de la estirpe E. medicae SVQ748 y su derivado mutante nolG,
SVQ750. Las columnas con una misma letra no difieren significativamente al nivel del 5%.

5.4 Fenotipo simbidtico

Gran parte del interés por el operén nodMnolFGnodN fue la presencia en €l de
genes de nodulacién, por lo que se hicieron experimentos competitividad, eficiencia y
cinética de la nodulacién en plantas de M. sativa de los mutantes en el gen nolG frente a

los parentales.

5.4.1 Ensayos de competitividad en M. sativa

Los ensayos de competitividad realizados mostraron claramente una mayor
capacidad competitiva del mutante SVQ749 frente a la estirpe SVQ747 pGUS3,
observandose que més del 75% de los nédulos estaban ocupados por la cepa mutante.
El porcentaje de competitividad de SVQ747 frente a la estirpe SVQ747 pGUS3 estuvo
cercano al 38%, (Tabla 28).

Sin embargo, los resultados obtenidos con E. medicae SVQ748 fueron distintos,
observandose porcentajes de competitividad tanto del parental como del mutante frente

a la estirpe SVQ748 pGUS3 bastante similares, en torno al 35%, (Tabla 27).
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Tabla 27. Porcentaje de competitividad de la estirpe silvestre E. medicae SVQ748 y su derivado
mutante en el gen nolG, SVQ750, frente a la cepa SVQ748 pGUS3
% DE COMPETITIVIDAD FRENTE A

ESTIRPE
SVQ748 pGUS3
SVQ748 32,8
SVQ750 37,5

Para continuar con el estudio de la implicacion del gen n0lG en la simbiosis se
decidi6 seleccionar E. meliloti, SVQ747 y su mutante SVQ749 dado el mayor impacto
sobre la competitividad por la nodulacién de la alfalfa mostrados por el mutante
SVQ749.

Por este motivo, se realizaron ensayos de competitividad con E. meliloti SVQ747 y su
derivada SVQ749, asi como con esta altima estirpe portadora del plasmido pMUS1306,
con una copia silvestre del gen nolG, ademds de las estirpes parental y mutante
portadoras del pldasmido pPBBRIMCS-2 como control. Los resultados (Tabla 26 y Figura
49) mostraron que la presencia del pldsmido pBBRIMCS-2 no alteré la capacidad
competitiva de SVQ747 ni la del mutante SVQ749, que continué siendo més competitivo
que la estirpe silvestre; mientras que cuando a dicho mutante se le transfiri6 el plasmido
pMUS1306 (pBBRIMCS-2 portador del gen n0lG bajo un promotor constitutivo) perdié

su mayor capacidad competitiva.

Tabla 28. Porcentaje de competitividad de la estirpe SVQ747, el mutante SVQ749 y sus derivados
portadores de los plasmidos pBBRIMCS-2 y pMUS1306
% DE COMPETITIVIDAD FRENTE A

FOTIREE SvQ747 pGUS3
svQ747 379+33 A
SVQ747 pBBRIMCS-2 47,6
SVQ749 77,2+0,5B
SVQ749 pBBRIMCS-2 89,5
SVQ749 pMUS1306 57,4
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Figura 49. Ensayo de competitividad de SVQ747 y sus derivados frente a la estirpe SVQ747
pGUS3, donde se aprecian los nodulos azules formados por la estirpe SVQ747 pGUS3 (Flechas
negras), y los nodulos blancos formados por la estirpe que compite con SVQ747 pGUS3 en cada
caso (flechas rojas).
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5.4.2 Ensayos de cinética de nodulacion en M. sativa

Otra de las caracteristicas que podia aportar informacion sobre el efecto de la
mutacion en el gen n0lG en la simbiosis, es el estudio de la cinética de nodulacién de la
cepa parental SVQ747 en comparacién con el mutante nolG, SVQ749. Los resultados
obtenidos (Figura 50) indicaron que, en los primeros dias tras la inoculacion, el mutante
SVQ749 presenté mas facilidad para la formacién de nédulos, siendo el ntimero de
nédulos por planta més alto que en el parental, desde el sexto dia tras la inoculacién y
manteniéndose durante el resto del experimento, donde las diferencias alcanzadas

fueron estadisticamente significativas, (Tabla 29).
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Figura 50. Numero de nédulos por planta de M. sativa inoculadas con E. meliloti SVQ747 y su
derivado SVQ749.

Tabla 29. Ntimero de nédulos por planta de M. sativa formados por las estirpes SVQ747 y SVQ749
pasados 10 y 17 dias de la inoculacién.

Nuamero de nédulos por planta
SVQ747 10 dpi SVQ749 10 dpi SVQ747 17 dpi SVQ749 17 dpi
025+05A 25+19A 28+28A 123+59B

Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente
al nivel del 5%.
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Paralelamente, cuando se analizaron los datos del nimero de nédulos por planta
formados por SVQ749 pMUS1306 y su control SVQ749 pBBR1IMCS-2 en comparacion a
SVQ747 y su mutante SVQ479, se observo que la estirpe SVQ749 pMUS1306 present6 un
retraso en la nodulacién con respecto a SVQ749 pBBRIMCS-2, que a su vez fue mas
rapido que SVQ747 en los primeros dias, (Figura 51). Estadisticamente se observaron
diferencias significativas entre SVQ749 y SVQ749 pBBR1IMCS-2 con respecto a SVQ747
y SVQ749 pMUS1306. Sin embargo, a los 17 dias el tnico cuya diferencia es
estadisticamente significativa fue SVQ749, presentado un numero de nédulos por planta

marcadamente superior al del resto de estirpes, (Tablas 30 y 31).
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Figura 51. Nimero de nédulos por planta de M. sativa inoculadas con E. meliloti SVQ747 y sus
derivados SVQ749, SVQ749 pBBRIMCS-2 y SVQ749 pMUS1306.

Tabla 30. Numero de nédulos por planta de M. sativa formados por las estirpes SVQ747 y SVQ749,
SVQ749 pBBRIMCS-2 y SVQ749 pMUS1306 pasados 10 dias de la inoculacién.

Nuamero de nédulos por planta 10 dpi
SVQ747 SVQ749 SVQ749 pBBRIMCS-2  SVQ749 pMUS1306
03+05A 25+1,9AB 38+22B 1+12A

Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente
al nivel del 5%.
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Tabla 31. Numero de nédulos por planta de M. sativa formados por las estirpes SVQ747 y SVQ749,
SVQ749 pBBRIMCS-2 y SVQ749 pMUS1306 pasados 17 dias de la inoculaciéon.

Namero de nédulos por planta 17 dpi
SVQ747 SVQ749 SVQ749 pBBRIMCS-2  SVQ749 pMUS1306
28+28A 123+59B 78+39A 73+1,7A

Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente
al nivel del 5%.

Se han realizado ensayos de eficiencia de E. meliloti SVQ747, SVQ749, SVQ749
pBBRIMCS-2 y SVQ749 pMUS1306 en plantas de alfalfa analizando el ntimero de
nédulos y el peso seco de los mismos, asi como el peso seco la parte aérea de las plantas.
No se observaron diferencias significativas en ninguno de los pardmetros analizados en

ninguna de las cepas, (Tabla 32).

Tabla 32. Eficiencia, peso seco de la parte aérea, nimero de nédulos y peso seco de los nédulos
de la estirpe E. meliloti SVQ747 y sus derivados.

PESO SECO ’ PESO SECO DE
° NUMERO DE y
ESTIRPE PARTE AEREA NSO LOS NODULOS
(mg) (mg)
SVQ747 135+ 82,7 A 483 +221 A 16,9 +10,7 A
SVQ749 172,5+59,1 A 53+12,2 A 199+72 A
SVQ749
PBBRIMCS.-2 152,5 + 67 A 423+71A 122+8,1A
SVQ749 pMUS1306 187,5+33 A 45+73 A 151+1,9 A

Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente
al nivel del 5%.

La capacidad colonizadora de la bacteria en los primeros dias tras la inoculaciéon
puede ser clave para que una estirpe sea mas competitiva, por ello se han realizado
experimentos de adhesién colonizacién de las raices de la alfalfa a las 2, 24, 48 y 72 horas
tras la inoculacion de la estirpe parental SVQ747 y SVQ749, haciendo una rotura
mecanica de la raiz para separar a las bacterias intimamente adheridas. Los resultados
mostraron que el mutante SVQ749, mostré un namero de bacterias adheridas a la raiz
un orden de magnitud superior al que presento el parental a las 24 y 48 horas, siendo de

casi dos 6rdenes de magnitud de diferencia a las 72 horas. (Tabla 33).
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Tabla 33. Numero de bacterias por gramo de peso fresco de raiz. Resultados obtenidos rompiendo
mecanicamente las raices para separar las bacterias adheridas.

2 hpi 24 hpi 48 hpi 72 hpi
ESTIRPE
(ufc/gpfr) (ufc/gpfr) (ufc/gpfr) (ufc/gpfr)
SvVQ747 3,9x108 59x103 6,9 x 108 1x104
SvVQ749 4,5 x 103 4,95 x 104 5,3 x 104 9,8 x 105

6 Expresion génica

6.1 Estudio de la induccién por luteolina del gen nodA de E. meliloti SVQ747

mediante gPCR

Con el objeto de comprobar si la luteolina induce la expresiéon de los genes de
nodulacién en E. meliloti SVQ747, se realizaron experimentos de gPCR para conocer la
expresion del gen nodA en presencia y ausencia de luteolina (1 pg. mlt). Para ello se
disefiaron los cebadores qnodAF y qnodAR sobre la secuencia del gen nodA de E. meliloti
1021. Los resultados demostraron que este flavonoide funcioné como inductor del gen
nodA en esta cepa de E. meliloti, ya que en el silvestre se obtuvieron niveles de induccién
estadisticamente significativos, seis veces en presencia de luteolina frente al control sin

luteolina, (Figura 52).
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Figura 52. Expresion relativa del gen nodA mediante qPCR en la estirpe E. meliloti
SVQ747 en presencia y ausencia de luteolina (1 pg ml). Las columnas con una misma letra
no difieren significativamente al nivel del 5%.

168



RESULTADOS

6.2 Estudio de la induccién por luteolina en el gen nodA de E. meliloti SVQ749
mediante gPCR

Para comprobar si existian cambios en la induccién de los genes nod entre la
estirpe parental y el mutante por insercion en el gen n0lG, se realizaron experimentos de
gPCR utilizando los cebadores qnodAF y qnodAR. Los resultados obtenidos pusieron
de manifiesto una mayor expresion del gen nodA en el mutante SVQ749 que en el

parental SVQ747, (Figura 53).
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Figura 53. Expresion relativa del gen nodA en presencia y ausencia de luteolina (1 pg ml?) en las

estirpes SVQ747 y SVQ749. Las columnas con una misma letra no difieren significativamente al
nivel del 5%.

6.3 Estudio de la expresion de los genes 10lG v nodN en presencia de luteolina
mediante gPCR

En la bibliografia se describe que la expresion del operon nodMnolFGnodN es
dependiente de luteolina, (Baev et al.,, 1991). Por este motivo, se han realizado
experimentos de gPCR en los que se podra ver la expresion de dicho gen en presencia
del flavonoide. Para ello se disefiaron los cebadores qnolG-F2 y qnolG-R2 usando como
referencia la secuencia del gen nolG de la estirpe silvestre E. meliloti SVQ747. Los
resultados han puesto de manifiesto la induccién del gen nolG mediada por luteolina,
obteniéndose una ligera induccién de ~2,5 veces mas expresion del gen en la estirpe

parental con luteolina que sin el flavonoide, (Figura 54).
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Expresion relativa del gen nolG
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Figura 54. Expresion relativa del gen n0lG en la estirpe SVQ747 en presencia de luteolina. Las
columnas con una misma letra no difieren significativamente al nivel del 5%.

Por otro lado, también se estudio la expresion del gen nodN en la estirpe parental
en presencia de luteolina mediante gPCR, empleando los cebadores qnodN ORT12F y
gqnodN ORT12R. Se observé un leve incremento de la expresién frente al control sin
flavonoides; pero esa expresion, que no se considera estadisticamente significativa, fue

inferior a la del gen nolG, (Figura 55).
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Figura 55. Expresion relativa del gen nodN en la estirpe SVQ747 en presencia de luteolina (1 pg
ml?). Las columnas con una misma letra no difieren significativamente al nivel del 5%.
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Cabia la posibilidad de que el fenotipo observado en el mutante SVQ749 se
debiera a un posible efecto polar que la insercion del casete lacZ-Gm estuviera ejerciendo
sobre el gen que se encuentra corriente abajo en el operén, nodN. Una de las vias para
comprobar este posible efecto polar, seria ver la expresion del gen nodN en el mutante
SVQ749 mediante experimentos de gPCR. Los resultados mostraron que la expresién del
gen nodN en presencia de luteolina en la cepa SVQ749 fue, aproximadamente, la mitad
de la encontrada en la estirpe parental, aunque esta diferencia no se puede considerar

estadisticamente significativa, (Figura 56).
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Figura 56. Expresion relativa del gen nodN en las estirpes SVQ747 y SVQ749 en presencia de
luteolina (1 pg ml1). Las columnas con una misma letra no difieren significativamente al nivel del
5%.

7. Posible efecto polar sobre el gen nodN de la mutacién por

insercion en el gen nolG en SVQ749

Para determinar de forma maés clara el papel de NolG en el fenotipo simbiético
observado en el mutante SVQ749, se construy6 y estudié un mutante en el gen 1n0lG por

delecion en fase.

7.1 Construccién de un mutante delecionado en el gen nolG de la estirpe SVQ747

La construcciéon del mutante en el gen nolG se realizé6 mediante el método de
delecion por PCR solapante. Para ello se disefiaron cuatro cebadores: nolG-AF, secuencia
homéloga a un fragmento de ADN situado corriente arriba del gen 1n0lG y que porta la
diana de restriccién para la enzima EcoRI; nolG-BR, secuencia complementaria a la del

cebador nolG-CF; nolG-CF, secuencia homoéloga a un fragmento de 14 nucleétidos
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localizado en el comienzo del gen n0olG seguido de otro de la misma longitud localizado
al final del mismo gen y nolG-DR, secuencia complementaria a un fragmento de ADN
situado aguas abajo del gen n0lG y porta la diana de restriccién para la enzima HindIIL
En primer lugar, se realiz6é una PCR utilizando como ADN molde el ADN genémico de
la estirpe SVQ747 y los cebadores nolG-AF y nolG-BR para amplificar un fragmento de
500 pb. A continuacién, se realizé una segunda PCR con el ADN genémico de SVQ747
y los cebadores nolG-CF y nolG-DR y se amplificé un fragmento de 500 pb. Por dltimo,
en la tercera PCR se utiliz6 como ADN molde los dos fragmentos obtenidos
anteriormente y los cebadores nolG-AF y nolG-DR. De esta forma se amplific6 un
fragmento de 1 kb que portaba las secuencias corriente arriba y abajo del gen nolG, y que
presentaba una delecién de 3198 pb, como se comprobé mediante la secuenciacién del
fragmento de 1 kb. Dicho fragmento se digirié con las enzimas EcoRl/Hindlll, y fue
clonado en el vector suicida en los rizobios pK18mobsacB digerido con las mismas
enzimas de restriccion. De esta forma se genero el plasmido pMUS1326. Por tltimo, este

plasmido se homogenotizé en la estirpe parental SVQ747 y de esta forma se obtuvo el

mutante SVQ761 (= SVQ747 AnolG) (Figura 57).
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Figura 57. Construcciéon del plasmido pMUS1326 mediante PCR solapante para la obtencion del
mutante por delecion en 1nolG en E. meliloti SVQ747.

La homogenotizacion de la mutacién se confirmé mediante hibridacion en
Southern, digiriendo el ADN total de la estirpe parental SVQ747 y del mutante por
delecién SVQ761 con la enzima Sphl. Como sonda de hibridacion se usé6 el producto de
PCR amplificado con los cebadores nolG-AF y nolG-DR, que lleva incorporado
nucle6tidos marcados con digoxigenina. Mediante el ensayo de hibridacién se comprobé
que la estirpe mutante SVQ761 presentaba una tnica banda ~3,2 kb menor a la tinica

banda de la estirpe silvestre, correspondiente a la delecién del gen nolG, (Figura 58).
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Figura 58. Hibridaciéon Southern para la comprobacién del mutante por deleciéon del gen nolG,
SVQ761. Carril 1: SVQ747; carril 2: SVQ761; carril 3: marcador A HindIII.

Ademés, a este mutante, se le transfirié por conjugacion el plasmido pMUS1306
que lleva una copia del gen nolG silvestre, obteniéndose asi la estirpe SVQ761 pMUS1306
(Figura 30).

8. Caracterizacion del mutante por delecion del gen nolG en la

estirpe SVQ747 de E. meliloti

8.1 Fenotipo en respuesta a metales pesados

En primer lugar, se realizaron estudios para conocer la resistencia del mutante
por delecion en el gen nolG, SVQ761, a concentraciones fijadas de los metales pesados
Cd y Zn, en comparacion con la cepa parental SVQ747, y se determiné cémo afectan
éstos al crecimiento, mediante la realizacién de curvas de crecimiento en presencia de

estos metales pesados.

8.1.1 Tolerancia a metales pesados

Se han hecho varios experimentos para conocer la tolerancia a determinadas
concentraciones de metales en funciéon del didmetro del halo de inhibicién producido
por el metal por el método de difusion en placa. De esta forma se ha observado que el
mutante SVQ761 presentd toolerancias similares a los metales y concentraciones

estudiadas que la cepa parental SVQ747, puesto que los didmetros de los halos de
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inhibicion formados no presentaron diferencias estadisticamente significativas, (Tabla
34).

Tabla 34. Medida en milimetros del didmetro del halo de inhibicién formado por diferentes
concentraciones en metales pesados en la estirpe E. meliloti SVQ747 y su correspondiente mutante

en el gen n0lG por delceion SVQ761.
Cu (CuSOs) Zn (ZnSO4) Cd(CdCL;) Co (CoClz) Ni (NiCly)

Estirpe 500 mM 500 mM 100 mM 100 mM 200 mM
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
13,5+0,2
SvVQ747 105+05A 152+11A 10,706 A 102+04A A
13,3+ 0,5
SVQ761 10+£0,9 A 16 +0,6 A 11,3+0,6 A 102+1 A A

8.1.2 Curvas de crecimiento en presencia de metales pesados
Por otro lado, se han realizado curvas de crecimiento en presencia de CdCl» 0,2

mM y de ZnSO, 0,56 mM, para comparar, frente a la estirpe parental, si el mutante por
delecién esta afectado en el crecimiento en estas condiciones. Se observé que parental,
SVQ747, y mutante, SVQ761, asi como SVQ761 pMUS1306 tenian un comportamiento
parecido, mostrando ambos tiempos de generaciéon bastante similares en las curvas de

crecimiento, (Figuras 59 y 60).
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Figura 59. Curva de crecimiento de SVQ747 y sus derivados SVQ761 y SVQ761 pMUS1306 en
medio TY suplementado con CdCl; 0,2 mM.
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Figura 60. Curva de crecimiento de SVQ747 y sus derivados SVQ761 y SVQ761 pMUS1306 en
medio TY suplementado con ZnSO; 0,56 mM.

8.2 Fenotipo en movilidad de tipo swimming del mutante SVQ761

Al igual que se hizo con el mutante por insercién, también se ha estudiado la
movilidad de tipo swimming del mutante por delecion frente a la estirpe parental. En este
caso, también se han hecho curvas de crecimiento en medio Bromfield, para descartar
que cualquier diferencia de movilidad encontrada pudiera deberse a una diferencia de
crecimiento, (Figura 61). Tras comprobar que no existian diferencias de crecimiento, se
llevaron a cabo los experimentos de la movilidad de tipo swimming en medio Bromfield
(0,3% de agar) y con kanamicina (60 pg ml-) en el caso de las estirpes portadoras de
plasmidos pPBBRIMCS-2 o derivados. Los resultados mostraron una ligera reduccién no
significativa de la movilidad swimming en el mutante por delecién SVQ761 con respecto
a la cepa parental SVQ747, (Figura 62). Por otro lado, en los experimentos de movilidad
en medio con kanamicina de la estirpe SVQ761 portando el plasmido pMUS1306
(usando como control a SVQ761 con el plasmido pBBRIMCS-2) se ha visto que la
presencia del gen n0lG bajo un promotor constitutivo, no provocé6 aumento de la

movilidad, sino por el contrario, tendi6 a reducirla, (Figura 63).

176



RESULTADOS

0,1

D.0O. 600 nm

0,01 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h)

——SVQ747 =—E=—SVQ761

Figura 61. Curva de crecimiento en medio Bromfield de la estirpe parental SVQ747 y el mutante
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Figura 62. Movilidad de tipo swimming, en ~ Figura 63. Movilidad de tipo swimming, en
medio Bromfield 0,3% de agar, medida  medio Bromfield 0,3% de agar y kanamicina 60
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y su mutante delecionado SVQ761. Las  pBBrIMCS-2 y 5VQ761 pMUS1306. Las
columnas con una misma letra no difieren =~ columnas con una misma letra no difieren
significativamente al nivel del 5%. significativamente al nivel del 5%.
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Se han llevado a cabo ensayos de eficiencia, de E. meliloti SVQ747 y sus derivados
mutados por delecién en el gen nolG. Los resultados mostraron que, en cuanto al peso
seco de la parte aérea de la planta, no se apreciaron diferencias estadisticamente
significativas entre la estirpe SVQ747 y su derivado mutante SVQ761, asi como tampoco
se encontraron diferencias al comparar este dato en la estirpe mutante portadora del
plasmido pBBRIMCS-2, ni con aquella que expresa constitutivamente el gen n0lG. Del
mismo modo tampoco se apreciaron diferencias estadisticamente significativas en el

nimero de nédulos ni en el peso seco de los mismos, (Tabla 35).

Tabla 35. Eficiencia, peso seco de la parte aérea, nimero de nédulos y peso seco de los nédulos
de la estirpe E. meliloti SVQ747 y sus derivados.

pstReE pawre NUMERODE [ {508
AEREA (mg) (mg)
svQ747 163,3 £73,7 A 55,3 +20,7 A 20,8 +89 A
SVQ761 147,5+709 A 51,5+185 A 17,6 £10,5 A
SVQ761pBBR1IMCS-2 125+46,5 A 423+112 A 14+£73A
SVQ761 pMUS1306 137,5+28,7 A 33,3181 A 8§+42A

Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente
al nivel del 5%.

Se han realizado experimentos de competitividad del mutante SVQ761 frente
SVQ747 pGUS3, en M. sativa. Los resultados (Tabla 36) mostraron que el mutante por
delecion es més competitivo (60%) que la estirpe parental SVQ747, frente a SVQ747
pGUS3, como ocurria en el caso del mutante en el gen nolG por insercién, SVQ749,
aunque en este ultimo la diferencia era mas acusada. El resultado mas sorprendente ha
sido la influencia del plasmido pBBRIMCS-2 disminuyendo la competitividad de la
estirpe SVQ761, (Figura 64), mientras que no ha tenido efecto en la cepa SVQ747, ni lo

tuvo en el caso del mutante por inserciéon SVQ749, (Tabla 28).
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Figura 64. Ensayo de competitividad de SVQ747 y sus derivados frente a la estirpe SVQ747
pGUS3, donde se aprecian los nodulos azules formados por la estirpe SVQ747 pGUS3 (Flechas
negras), y los nodulos blancos formados por la estirpe que compite con SVQ747 pGUS3 en cada

caso (flechas rojas).
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Tabla 36. Porcentaje de competitividad frente a la cepa parental SVQ747
% DE COMPETITIVIDAD FRENTE A

ESTIRPE
SvVQ747 pGUS3
SvVQ747 379+33A
SVQ 747 pBBRIMCS-2 47,6
SVQ761 60,6 +109 B
SVQ761 pBBRIMCS-2 36
SVQ761 pMUS1306 38

8.3.3 Ensayos de cinética de nodulacién de la alfalfa

Los ensayos de cinética de nodulacién del mutante por deleciéon en nolG, SVQ761
frente a SVQ747, mostraron una tendencia a mayor rapidez del mutante en la formacién
de noédulos en los primeros dias tras la inoculacion, (Figura 65), pero sin presentar
diferencias estadisticamente significativas, (Tabla 37). Esa tendencia que present6
SVQ761 fue mas acusada en el mutante por insercion SVQ749, cuyas diferencias con el
parental y con el mutante por delecién si fueron estadisticamente significativas a los 17

dias después de la inoculacién.
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Figura 65. Numero de nédulos por planta de M. sativa inoculadas con E. meliloti SVQ747 y sus
derivados SVQ749 y SVQ761.
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Tabla 37. Ntmero de nédulos por planta de M. sativa formados por las estirpes SVQ747 y SVQ749
pasados 10 y 17 dias de la inoculacién
Numero de nédulos por planta
sSvQ747 SVQ 749 SVQ761 SvQ747 SVQ749 SvVQ761
10 dpi 10 dpi 10 dpi 17 dpi 17 dpi 17 dpi

03+05A 25+19A 1,3+15A 28+28A 12,3+£59B 6+35A
Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente
al nivel del 5%.

La estirpe SVQ761 pMUS1306 presenté una tendencia a desarrollar mayor
nimero de nédulos que su control SVQ761 pBBRIMCS-2, situdndose ambas cepas por
debajo del nimero de nédulo del mutante SVQ761 y mostrando mayor numero que la
estirpe parental SVQ747. Estas diferencias mostradas entre las cuatro estirpes no se
consideran estadisticamente significativas ni a los 10, ni a los 17 dias tras la inoculacién,

(Figura 66 y Tablas 38 y 39).
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Figura 66. Nimero de nédulos por planta de M. sativa inoculadas con E. meliloti SVQ747 y sus
derivados SVQ761, SVQ761 pBBRIMCS-2 y SVQ761 pMUS1306.
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Tabla 38. Numero de nédulos por planta de M. sativa formados por las estirpes SVQ747 y SVQ761,
SVQ761 pBBRIMCS-2 y SVQ761 pMUS1306 pasados 10 dias de la inoculacién.

Namero de nédulos por planta 10 dpi
SVQ747 SvVQ761 SVQ761 pBBRIMCS-2  SVQ761 pMUS1306
03+05A 1,3+15A 03+£0,5A 1+2A

Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente
al nivel del 5%.

Tabla 39. Numero de nédulos por planta de M. sativa formados por las estirpes SVQ747 y SVQ761,
SVQ761 pBBRIMCS-2 y SVQ761 pMUS1306 pasados 17 dias de la inoculaciéon.

Numero de nédulos por planta 17 dpi
SVQ747 SVQ761 SVQ761 pBBRIMCS-2  SVQ761 pMUS1306
28+28A 6+35A 23+19A 43+3,6 A

Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente
al nivel del 5%.

La capacidad colonizadora de la bacteria en los primeros dias tras la inoculacién
puede ser clave para que una estirpe sea mas competitiva, por ello se han realizado
experimentos de adhesién colonizacién de las raices de la alfalfa a las 2, 24, 48 y 72 horas
tras la inoculaciéon de la estirpe parental SVQ747 y SVQ761, haciendo una rotura
mecanica de la raiz para separar a las bacterias intimamente adheridas. Los resultados
mostraron que el mutante por deleciéon, SVQ761, mostré practicamente el doble de
bacterias adheridas que el parental a las 24 y 48 horas, igualandose el namero a las 72

horas (Tabla 40).

Tabla 40. Numero de bacterias por gramo de peso fresco de raiz. Resultados obtenidos rompiendo
mecdnicamente las raices para separar las bacterias adheridas.

2 hpi 24 hpi 48 hpi 72 hpi
ESTIRPE
(uf¢/gpfr) (ufc/gpfr) (uf¢/gpfr) (uf¢/gpfr)
SVQ747 3,9x 10 5,9 x 108 6,9 x 103 1x104
SVQ761 6,9 x 103 9,9 x 108 1,2 x 104 1,3 x 10

Este experimento se realiz6 siguiendo otra metodologia, en la que las raices de
M. sativa fueron sometidas a sonicacion en un bafio de ultrasonidos a las 2, 24, 48 y 72
horas después de la inoculacién con SVQ747 y SVQ761 para de esta forma separar a las

bacterias que estaban unidas a la superficie de la raiz. Los resultaron mostraron
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igualmente que a las 24 horas el nimero de bacterias de la estirpe mutante adheridas fue
el doble que el de la bacteria parental. A las 48 horas se encontré que habia un orden de
magnitud mas bacterias adheridas a la superficie de la raiz de la estirpe mutante que de

la cepa silvestre. Sin embargo, a las 72 horas esas diferencias se hicieron menores, (Tabla

41).

Tabla 41. Numero de bacterias por gramo de peso fresco de raiz. Resultados obtenidos sonicando
las raices para separar las bacterias adheridas.

2 hpi 24 hpi 48 hpi 72 hpi
ESTIRPE
(ufc/gpfr) (ufc/gpfr) (ufc/gpfr) (ufc/gpfr)
svVQ747 2,32x108 7,62x104 1,52x105 8,20x105
SVQ761 1,86x103 1,83x105 1,57x106 1,07x108

No se ha podido hacer comparacién estadistica de ambos experimentos juntos puesto
que por metodologia no son comparables, pero en ambos se encontraron diferencias en

la colonizacion de SVQ761 frente a SVQ747 a las 24 y 48 horas.

Conocido el sistema de retroalimentacion negativo que existe en Bradyrhizobium
japonicum, por el cual la presencia de factores de nodulacion en el interior celular reprime
la expresion de genes nod (Loh y Stacey, 2001), asi como lo que ocurre en E. meliloti GR4,
donde la expresion de los genes nod se ve reprimida tanto en un mutante en el gen nodC,
como en un mutante en el gen tepl (transmembrane efflux protein), (van Dillewijn et al.,
2009), se ha estudiado y comparado la expresion de los genes nod en la estirpe silvestre
y en los dos mutantes del gen n0lG, mediante la transferencia por conjugacién en las tres
bacterias del plasmido pRmM57 (nodC:lacZ) y el estudio comparado de sus actividades
B-galactosidasa inducidos con luteolina y en situacién control.

En la Figura 67 se muestran los resultados, en los que no se apreciaron diferencias en la
expresion de los genes nod en ninguno de los mutantes en comparacion con la cepa

parental.
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Figura 67. Actividad [(-galatosidasa, expresada en Unidades Miller, de SVQ747, SVQ749 y
5VQ761 con el plasmido pPRmM>57 en presencia y ausencia de luteolina (1 pg ml!). Las columnas
con una misma letra no difieren significativamente al nivel del 5%.

No se ha encontrado la posible funcion en la tolerancia a metales

pesados del gen nolG en E. melilofi SVQ747, asi como tampoco frente a
otros compuestos antimicrobianos. Sin embargo, parece ser que dicho gen
posee una funcion en simbiosis. Es posible que al estar mutado en el
componente de membrana interna del sistema RND la estirpe pase a ser
mas competitiva por la nodulacion de M. sativa que la estirpe parental y
colonice mejor las raices de dicha planta.
En E. medicae SVQT748 la funcion de dicho gen parece ser diferente a la
mostrada en E. melilofi SVQ747, ya que la estirpe SVQ750 mostré una
tendencia a una menor tolerancia a cinc y cadmio y no se observaron
diferencias simbidticas en competitividad de la estirpe mutante respecto del
parental SVQ748.
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Debido a la necesidad de reducir la adicién de los fertilizantes nitrogenados a los
suelos, los rizobios han ido ganando un gran valor agricola y juegan un papel importante
al aportar fertilidad al suelo (Zahran, 1999). Sin embargo, la presencia de estirpes de
rizobios autdctonas en los suelos, normalmente altamente competitivas y bien adaptadas
a esos ambientes, puede reducir los beneficios de la inoculacién incluso frente a estirpes
altamente eficientes. Sin embargo, especialmente en suelos de regiones aridas o
semidridas, la supervivencia y el funcionamiento efectivo de las poblaciones tanto
naturales como inoculadas se puede ver reducido por las altas temperaturas del suelo,
la sal, el estrés osmético, la acidez, la alcalinidad y la presencia de metales pesados
(Zahran, 1999). Problemas de estos tipos son los encontrados en los suelos de las areas
de estudio, Marismas del Odiel y Rio Tinto, donde se detectaron salinidad, alcalinidad,
acidez y contaminacién por metales pesados, problemas que, ademads, pueden
presentarse solos o en combinacién, (Tablas 6 y 9).

La acidez (pH<5) o alcalinidad (pH>8,5) y el bajo contenido en arcillas se consideran
estreses abidticos primarios y factores importantes para tener en cuenta tanto el namero
de bacterias (Fierer y Jackson, 2006), como los rizobios especialmente infectivos
(Cheminig'wa y Vessey, 2006) y su diversidad (Giongo et al., 2008). En los suelos objeto
de estudio se encontraron bajos niveles de arcilla s6lo en las zonas del “Arenal Seco” y
del “Arenal Inundado” que, ademas, presentaban pH alcalino, lo que los hace suelos con
un nivel de estrés abidtico a tener en cuenta. Sin embargo, los otros tres suelos analizados
en esta zona, presentaron textura arcillosa y pH 4cido o alcalino dependiendo de la zona,
(Tablas 6 y 7). Hay estudios en los que se ha visto que el menor niimero de estirpes de
rizobios y también el menor nimero de nédulos por planta proviene de suelos acidos
(Herridge et al., 2008; Kuykendall, 2005). Sin embargo, en este trabajo se han aislado 15
estirpes de la zona de suelo acido “Minas de Rio Tinto”, tnicamente 10 de la zona
“Recuperada” y 17 del “Arenal Seco”. A pesar de que los rizobios aislados de suelos
acidos no tienen por qué crecer bien en medio acido, un rizobio que crezca bien en medio
de cultivo acido se considera una caracteristica positiva cuando se seleccionan riobios
para elaborar inoculantes para suelos acidos (Howieson y Ewin, 1986; Glenn y Dilworth,
1994). Entre los aislamientos, no se han obtenido rizobios que destaquen por su
tolerancia a pH realmente 4cidos, puesto que ninguno de los aislamientos crecié a pH 5
en el medio de cultivo tamponado y solamente algunos de ellos lo hicieron a pH 5,5. En

concreto, son los aislamientos de nédulos de M. marina y de Trifolium sp. los que
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toleraron pH 5,5 sin dificultad (Tabla 15), por lo que teniendo en cuenta la afirmacion de
Howieson y Ewin (1986) y de Glenn y Dilworth (1994), estos serian los aislamientos a

utilizar para su aplicacién a suelos acidos en el futuro.

Por otro lado, la salinizacién del suelo ha sido un problema en la agricultura
desde hace cientos de afios; actualmente estd causando problemas en muchas partes del
mundo, especialmente en regiones aridas y semidridas (Manchanda y Garg, 2008) y se
predice que este problema empeore bajo la influencia del cambio climético con el
aumento de las condiciones climéticas extremas y la elevaciéon del nivel del mar (Rozema
y Flowers, 2008). El efecto negativo de la salinidad en el crecimiento y el desarrollo de
las plantas es un problema considerable para la agricultura y la producciéon mundial de
alimentos. En el mundo, més del 20% de la superficie agricola esta afectada por la
salinidad y su origen puede ser natural o antropogénico. Un suelo se considera salino si
la conductividad eléctrica de la pasta saturada (equivalente a la sal disponible en el agua
de los poros del suelo) esta alrededor de 4 mS/cm, equivalente a =~ 40 mM de NaCl, que
es igualmente equivalente al 7% de la salinidad del agua del mar, (Bruning y Rozema,
2013).

Los valores de conductividad de los suelos estudiados no fueron tan altos, situdndose la
mayor concentracion en 2,60 mS/cm en la zona “No Recuperada”. Los valores de
contenido en sal del resto de zonas muestreadas se han situado por debajo de este valor,
por lo que no serian considerados suelos especialmente salinos. Sin embargo, los rizobios
aislados de algunos de ellos si que presentaron tolerancia a altas concentraciones de
NaCl en el medio de cultivo, lo que concuerda con los resultados de Zahran, (1999) que
concluye que las estirpes tolerantes a la sal, no tienen por qué provenir necesariamente
de suelos salinos y viceversa. Ibragimova et al. (2006) tampoco encontraron correlacién
aparente entre la tolerancia a la sal y el sitio de origen o las especies de plantas noduladas
en una amplia coleccién de estirpes de Ensifer de una regién contaminada por salinidad
en el Mar de Aral. Esto es lo que se muestra en esta Tesis, donde podemos observar que
los aislamientos de las distintas especies de Medicago toleraron en su mayoria
concentraciones de 450 mM de NaCl y, en el caso de los aislamientos de M. marina,
concentraciones de hasta 800 mM; sin embargo, esta especie ha sido muestreada de
zonas consideradas no salinas, como lo fueron tanto el “Arenal seco” de Marismas del

Odiel como las dunas de la playa de San Fernando. Guefrachi et al. (2013) encontraron
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resultados similares en otros aislamientos de M. marina, ya que la mayor parte de ellos
fueron capaces de crecer en presencia del 5% (862 mM) de NaCl, y cinco cepas toleraron

Unicamente el 3% (517 mM) y el 4% (589 mM) en medio YM.

Los contaminantes inorganicos, en particular metales y metaloides, no se pueden
degradar biolégicamente y son basicamente indestructibles y dificiles de eliminar de los
suelos contaminados, amenazando la biodiversidad de microorganismos nativos y la
produccién de los cultivos, ya que afectan negativamente al metabolismo de la planta y
reducen la produccién, asi como la calidad de los alimentos (Ferraz et al., 2012). En este
contexto, las leguminosas son un componente importante de los ecosistemas agricolas,
ya que juegan un papel fundamental en la cadena alimentaria animal y en el consumo
humano, manteniendo la fertilidad del suelo, asi como el reciclado biogeoquimico de los
metales de los suelos contaminados (Xie et al., 2015). La posible amenaza de la
contaminacién por metales pesados para la salud publica y la vida silvestre ha llevado a
la preocupacioén por el desarrollo de sistemas hechos por el hombre que puedan eliminar
o neutralizar los efectos adversos (Kamran et al., 2013). El uso de plantas acumuladoras
de metales, crecidas en condiciones de cultivo intensivo, es una posible via para eliminar
diferentes metales del suelo. Ademas, este sistema es poco costoso y una fuente segura
de remediaciéon (Lasat, 2002), pudiéndose usar para eliminar la contaminacion del suelo
y del agua y también para prevenir futuras contaminaciones de forma efectiva (Zhang
et al.,, 2011). Sin embargo, hay muchas caracteristicas restrictivas en relacion con la
fitorremediacion, como la lentitud del crecimiento y la poca biomasa que desarrollan las
plantas en suelos contaminados por metales (Li y Ramakrishna, 2011).

Muchos estudios han demostrado que los microorganismos ayudan a la
fitorremediacion mejorando la produccion de biomasa y la absorciéon de metales por las
plantas (Farrag et al., 2012; Langella et al., 2014; Luo et al., 2011, Ma et al., 2011; Rajkumar
et al., 2010; Whiting et al., 2001). Sin embargo, se ha prestado poca atencion a potenciar
los microorganismos endofitos aislados de especies de cultivo que crecen en zonas
contaminadas con metales pesados.

En los suelos analizados en este trabajo se ha detectado la presencia de metales pesados,
a veces en concentraciones preocupantes tratdndose de ecosistemas protegidos, como es
el caso del cobre y del arsénico (Tabla 11). Pero gran parte de las bacterias aisladas de

ellos presentaron resistencia a metales pesados, lo que como se ha dicho, puede ser una
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fuente de microorganismos beneficiosos que ayuden a las plantas a mejorar las
condiciones del suelo. Los metales a los que se ha observado una mayor resistencia entre
los aislamientos de todas las zonas han sido arsénico y cobre (Tabla 22), precisamente
aquéllos que se encuentran en concentraciones mas preocupantes. Cabe mencionar que
muchos de estos aislamientos también presentaban tolerancias destacables a cobalto,
niquel y cinc. Los estudios de tolerancia a cadmio realizados a los aislamientos de M.
marina, indicaron que todos los aislamientos toleraron concentraciones de cadmio por
debajo de 0,5 mM, que es aquella a partir de la cual un microorganismo se considera
tolerante. En el caso del cinc, las bacterias resultaron més tolerantes, puesto que todas
ellas fueron capaces de crecer como minimo con 1 mM, concentracién a la que una
bacteria ya se considera tolerante (Tabla 23).

Se ha publicado que las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) presentan
funciones enzimaticas tutiles para mejorar el crecimiento de las plantas en condiciones
de estrés. En principio, muchas de ellas se desarrollan en la superficie de la raiz y en los
alrededores del suelo, teniendo la ventaja de la fuente de carbono y energia que suponen
los exudados de la raiz (Doornbos et al., 2012). Pero también ejercen efectos beneficiosos
en sus hospedadores por numerosos mecanismos que promueven el crecimiento de la
planta, entre ellos la fijacién de nitrégeno, la solubilizaciéon de fésforo inorgénico, la
produccién de fitohormonas y sideréforos, la excreciéon de diversos compuestos con
funcion antibiética o la actividad litica contra los organismos patégenos, etc. (Dobbelaere
et al., 2003; Pérez-Montano et al 2014). Los efectos de las PGPR provienen de una
manipulacién compleja del equilibro de la red de hormonas de la planta, implicadas
directamente en el crecimiento o la estimulacion de la formacién de la raiz. Por ejemplo,
la biosintesis de AIA por bacterias PGPR mejora la proliferacién de la raiz (Dobbelaere
et al., 1999; Khalid et al., 2004). Las bacterias usan estas fitohormonas para interaccionar
con las plantas como parte de su estrategia de colonizacion, incluyendo Ia
fitoestimulacién y la evasiéon de los mecanismos basales de defensa de la planta.

Los aislamientos de las Marismas del Odiel y Rio Tinto han demostrado ser muy
variables en cuanto a la capacidad productora de AIA (Tabla 16), ya que los provenientes
de la zona “Recuperada” no son especialmente productores, a diferencia de los
aislamientos de la especies de Medicago del “ Arenal Seco” y los de “Minas de Rio Tinto”
que si han demostrado ser grandes productores, lo que puede tener ventajas no sélo para

la plantas a las que estdn asociados sino para la propia bacteria, ya que se ha indicado
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que el AIA puede también ser una sefial molecular bacteriana y puede tener un efecto
directo sobre la fisiologia de la bacteria (Spaepen et al., 2007).

El fésforo es el segundo macroelemento limitante para el crecimiento de las plantas
después del nitrégeno (Sharma et al., 2013) debido a que su disponibilidad para la planta
estd, a veces, limitada por su naturaleza compleja, que lo hace dificil de solubilizar al
estar formando parte de minerales accesorios como el calcio, el aluminio y el hierro
(Narsian et al., 2010; Goldstein, 1986).

Bacterias como Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Erwinia, Pseudomonas, Rhizobium o
Serratia, se conocen como bacterias solubilizadoras de fosfato (Sudhakar et al., 2000;
Mehnaz y Lazarovits, 2006) y lo solubilizan por secrecién de acidos organicos que lo
hacen disponible para la planta y ayudan a promover su crecimiento (Rodriguez y Fraga,
1999; Khan et al., 2009). La secrecion de acidos organicos como el glucénico o el
cetogluconico reduce el pH del medio y quela el cation metal del fosfato insoluble (Khan
et al., 2009). Asi, las cinéticas tipicas de la solubilizacién de los fosfatos incluyen una
disminucién gradual del pH a medida que se aumentan los fosfatos solubles con el
tiempo. Los resultados obtenidos en este trabajo prueban una vez maés la capacidad
solubilizadora de fosfato de los rizobios, ya que se han encontrado estirpes con gran
capacidad solubilizadora aisladas de todas las plantas muestreadas, ya sean aislamientos
de crecimiento lento de O. compressus o cepas de crecimiento rdpido aisladas de Medicago
o Trifolium. Aunque hay que destacar que no ha sido ésta una caracteristica generalizada
entre todos los aislamientos puesto que se han encontrado aislamientos de las mismas
plantas y las mismas zonas que no han presentado dicha capacidad (Tabla 16).

La tolerancia a estreses ambientales en general, como la salinidad, el estrés osmético, la
toxicidad por metales pesados o el bajo pH es un proceso complejo en el que estdn
implicados muchos genes presentes en el cromosoma y en los plasmidos (Delorme et al.,
2003, Nogales et al., 2002) y los ambientes estresados podrian entonces favorecer el
intercambio la adquisicién y modificacién de estos genes favoreciendo procesos de
recombinacién genética como la conjugacion o la transduccién y transformacién que
permiten la transferencia de genes entre los rizobios y resultan en un aumento de la
tolerancia al estrés (Elboutahiri et al., 2010).

En este trabajo se han aislado rizobios tolerantes y sensibles al estrés, de suelos afectados
por salinidad, pH y altos niveles de metales pesados. Ambos tipos de cepas, sensibles y

resistentes, se podrian haber mantenido en los cultivares locales de leguminosas,
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aportando éstas a los rizobios nichos protectores, como se ha publicado en otras
ocasiones (Delorme et al., 2003; Fall et al., 2008) de este modo, se contribuye a aumentar
la diversidad de genotipo y fenotipo. Los rizobios que sobreviven en cada micronicho,
estdn mdés protegidos por su capacidad de invadir las raices y formar relaciones
simbidticas con las plantas.

No solo la presencia de diferentes tipos de estrés abidtico en el medio favorece la
transferencia génica, sino que el paso horizontal de genes de unas estirpes a otras es de
sobra conocido. Algo asi es lo que ocurre con los genes de nodulacién, que al encontrarse
en plasmidos o islas simbiéticas se facilita su transferencia y por eso no es suficiente con
hacer estudios filogenéticos de genes como el ARNr 16S o los genes housekeeping cuando
se trata de estirpes de rizobio, sino que hay que tener en cuenta los genes de nodulacién.
Esta premisa es la que se ha tenido en cuenta en este trabajo para el estudio de los
simbiontes de M. marina, ya que se ha secuenciado el gen ARNr 165 de 30 aislamientos
diferentes de la planta tras eliminar la redundancia de los 80 aislamiento iniciales
mediante la técnica de ERIC-PCR. Esta técnica se escogié porque tanto la BOX-PCR,
como la ERIC-PCR son muy ftiles para la identificacion y clasificacion de cepas
bacterianas, incluyendo Ensifer (De Bruijn, 1992). La secuenciacion del ARNr 16S de los
30 aislamientos mostré que 29 de ellos presentaban una alta similitud (99 - 100%) con E.
meliloti LMG 61337 y solamente una cepa, SF3.41, estaba relacionada con la cepa tipo de
E. medicae LMG 19920T (Tabla 17 y Figura 19). No es la primera vez que algo asi ocurre
ya que otros autores han publicado resultados similares con los aislamientos de otras
especies de Medicago, en los que la mayor parte de los aislamientos pertenecen a E.
meliloti y una minima parte estan intimamente relacionados con E. medicae. Talebi et al.
(2008) publicaron que E. meliloti es el principal simbionte de alfalfa en Iran, pero que E.
medicae no estd ausente en aquella region, al igual que Silva et al. (2007), que encontraron
solamente 6 estirpes de E. medicae de 176 aislamientos de M. sativa, Medicago lupulina y
M. polymorpha muestreadas en 15 localizaciones en Méjico y que Zribi et al. (2004), que
identifico tnicamente 27 cepas de E. medicae en 299 aislamientos de M. truncatula en
suelos de Ttnez, lo que sugiere que E. meliloti es el simbionte predominante nodulando
los medicagos perennes como M. sativa (Talebi et al., 2008) o M. marina.

Ademas de secuenciar el gen ARNr16S de todos los aislamientos, se obtuvo y analizo la
secuencia parcial del gen housekeeping gInll de una serie de aislamientos representativos.

Los resultados indicaron (Tabla 17 y Figura 21) que el aislamiento SF3.41 pertenece a la
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especie E. medicae, puesto que su similitud en este gen fue del 100% con la cepa tipo de
E. medicae y en el caso del resto de aislamientos secuenciados todos presentaron una
similitud del 99% con E. meliloti LMG 6133T. Por lo que de nuevo se corroboré que todos
los aislamientos excepto uno pertenecieron a la especie E. meliloti. Zakhia et al. (2004)
aislaron bacterias fijadoras de nitrégeno de leguminosas de una region del sur de Ttnez
y cuatro de esos aislamientos (STM 361, STM 362, STM 382 y STM 383) fueron aislados
de nédulos de M. marina, especie amenazada en aquella area geografica. Una de las
estirpes se identific6 como Rhizobium, siendo la especie mas relacionada R. galegae y las
otras tres se identificaron como Ensifer, con E. meliloti como especie més relacionada. Por
otro lado, Guefrachi et al. (2013) describieron la biodiversidad de los rizobios que
nodulan M. marina en una region arida de Ttnez y todos los aislamientos compartian
una similitud del 100% en el gen ARNr 16S (PCR-RFLP) con la cepa de referencia E.
meliloti ORS 665 (=LMG 61337). Por lo que tanto los datos obtenidos en esta Tesis como
los de Guefrachi et al. (2013) indicarian que las bacterias aisladas de nédulos de M. marina
pertenecen principalmente al género Ensifer, siendo E. meliloti la especie més frecuente,
no solo en el suroeste de Espafia sino también en el sur de Ttnez.

Los aislamientos de M. marina presentaron las capacidades de tolerar pH extremos, altas
concentraciones de sal e incluso metales pesados (Tablas 19 y 23), pero cabe destacar
que, ademas, todos los aislamientos presentaron un rango de temperatura de
crecimiento entre los 22 y los 37 °C, tolerando 9 de ellos 40 °C; esta caracteristica ya la
habia detectado Guefrachi et al. (2013) ya que sus aislamientos del sur de Ttnez crecieron
todos a 40 °C, lo que concuerda con la observacién hecha por Eaglesham y Ayanaba
(1984) en rizobios aislados de judia, quienes sugieren que en los aislamientos hechos de
zonas calidas y secas se facilita la seleccion de rizobios tolerantes a altas temperaturas a
partir de las poblaciones naturales.

Los estudios de la resistencia intrinseca a determinados antibi6ticos (Tabla 19),
demostraron que la resistencia a algunos de ellos como la eritromicina y la neomicina
vari6 entre los aislamientos, mientras que todos ellos crecieron en presencia
cloranfenicol 60 pg ml-1. La alta resistencia intrinseca de estirpes de E. meliloti y E. medicae
a algunos antibiéticos, entre ellos el cloranfenicol, ya se ha descrito anteriormente
(Delome et al., 2003; Wei et al., 2003).

Una vez caracterizados genética y fisiolégicamente, se procedié a la caracterizacién

simbidtica de los aislamientos de M. marina. Se observé que no todos los aislamientos
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presentaron la misma relacién simbi6tica con las diferentes plantas de Medicago testadas
(Tabla 20). En M. sativa todas las estirpes fueron fijadoras de nitrégeno (Fix+) con la
excepcion de SF3.48 que indujo nédulos inefectivos. En M. polymorpha y M. murex la
mayoria de los aislamientos indujeron solamente abultamientos en la raiz. En las otras
especies de Medicago, incluyendo M. marina, se observaron més diferencias entre las
distintas cepas, mientras que unas formaron nédulos fijadores otras dieron lugar a
nédulos inefectivos. Es de interés mencionar que inicamente el aislamiento SF3.41 y la
estirpe control E. medicae M19.1 formaron nédulos efectivos en todas las especies de
Medicago testadas. La cepa tipo E. meliloti LMG 61337 dio lugar a nédulos no fijadores en
dos plantas, M. orbicularis y M marina, y a nédulos fijadores en otras dos, M. sativay M.
minima. Estos resultados mostraron que, aunque la mayoria de los aislamientos estdn
relacionados con E. meliloti, no comparten el mismo rango de nodulacién ni con la cepa
tipo de E. meliloti ni con el resto de aislamientos, siendo por tanto simbidticamente
diversos.

El comportamiento simbiético de E. medicae LMG 199207 fue inesperado, esta estirpe o
bien no desarroll6 nédulos o bien desarrolld pocos y tardios; esto ocurrié en la mayoria
de las plantas, incluida M. polymorpha, siendo ésta su especie de referencia para la
simbiosis (Rossbach et al., 2008).

Desde el punto de vista del hospedador, para conocer el rango de nodulacién de M.
marina se seleccionaron una serie de especies del genero Ensifer (E. americanus CFNEI
1567, E. arboris LMG 149197, E. fredii HH103, E. kostiense LMG 156137, E. kummerowiae
CCBAU 717147, E. morelense Lco4™, E. saheli LMG 78377, y E. terangae LMG 7834T) y se
probo6 su capacidad para nodular y su eficiencia en plantas de M. marina usando M. sativa
como control. Asi es como se observé que la tinica especie capaz de nodular de forma
eficiente M. marina entre las probadas fue E. kummerowiae CCBAU 1714T. Las cepas de
otras especies solamente llegaron a formar pequefios nédulos blancos, como fueron los
casos de E. kostiensis, E. americanus y E. terangae, mientras que el resto de las especies
testadas no produjeron nédulos.

De los estudios simbio6ticos realizados tanto de los aislamientos obtenidos de los nédulos
de las plantas de M. marina como de los ensayos realizados con las cepas tipo de Ensifer
sobre esta planta, se puede concluir que los simbiontes naturales més frecuentes de M.

marina pertenecen a E. meliloti, que, por primera vez, se ha aislado una cepa perteneciente
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a E. medicae de n6dulos de esta planta, y que, también por vez primera, se ha demostrado
que E. kummerowiae nodula eficientemente a M. marina bajo condiciones de laboratorio.

El establecimiento de una simbiovariedad requiere conocimientos, entre otras
caracteristicas, de la especificidad simbiética, que depende mucho de los genes de
nodulacion. El establecimiento de las simbiovariedades se basé primero en la capacidad
para nodular o no en una especie de planta y después se extendi6 a la capacidad de fijar
nitrégeno, (Kim et al., 2012; Radeva et al., 2001). Para intentar determinar la causa de la
gran diversidad encontrada en el comportamiento simbidtico de los aislamientos de M.
marina en las diferentes especies de Medicago, y ante la posibilidad de que se tratara de
cepas pertenecientes a diferentes simbiovariedades, se procedi6 al estudio de dos de los
genes simbibticos, nodC y nodA, los més usados junto nodB (Faghire et al., 2012) para este
tipo de estudios.

nodC es un gen nod comun que codifica una N-acetil glucosamina transferasa implicada
en el ensamblaje de los factores Nod, por ello es esencial para la nodulacién en la mayoria
de los rizobios (Ruiz-Diez et al., 2012). Los resultados del andlisis de las secuencias del
gen nodC de los aislamientos de M. marina mostraron una gran similitud (99%) con la de
la cepa tipo de E. meliloti. Ademas, en el arbol filogenético construido con las secuencias
del gen nodC (Figura 22) todos los aislamientos excepto SF3.41, se agruparon en la rama
superior con E. meliloti ATCC9930T (=LMG 61337) y la cepa RP254, pertenecientes ambas
a la simbiovariedad meliloti. La estirpe SF3.41 qued¢ agrupada junto con las estirpes de
la especie E. medicae, que no pertenecen a ninguna simbiovariedad definida. El resto de
simbiovariedades descritas se agruparon en diferentes ramas del arbol y ninguno de los
aislamientos esta cercano a ellas.

NodA ejerce su funcién como acil transferasa en la sintesis de factores Nod. Algunas
simbiovariedades de E. meliloti, como medicaginis y rigiduloides (Gubry-Rangin et al.,
2013; Villegas et al., 2006) se han descrito teniendo en cuenta la secuencia del gen nodA;
por esta razén se secuencié dicho gen en una serie de aislamientos. El analisis de las
secuencias y la filogenia hecha con el gen nodA mostraron resultados semejantes a los
obtenidos con nodC, todos los aislamientos, excepto el descrito como E. medicae, se
agruparon con las estirpes descritas como E. meliloti simbiovariedad meliloti (Figura 23).
Por lo que se puede concluir que los aislamientos de M. marina obtenidos en este trabajo
pertenecen mayoritariamente a E. meliloti simbiovariedad meliloti, excepto SF3.41 que

pertenece a E. mediacae.

195



Por tanto, para poder justificar el distinto comportamiento simbidtico de estos
aislamientos habria que realizar otros estudios como determinar la existencia de
sistemas de secrecion de proteinas de tipo Il o de tipo IV y la secrecién los distintos tipos
de efectores que afectaran al rango o a la eficiencia de la nodulacién en las distintas
plantas. O bien seria interesante estudiar la expresiéon de distintos péptidos NCR en las
diferentes especies de Medicago utilizadas que provocaran un distinto comportamiento
con las diferentes cepas. Maréti et al. (2015) para intentar justificar la existencia de un
elevado namero de péptidos NCR en M. truncatula (mas de 750), han postulado que
podrian tener efectos especificos de estirpe. Esta hipotesis apoyaria el distinto
comportamiento simbiético de los aislamientos de M. marina en las diversas especies de
Medicago, de modo que la presencia de alguno de estos péptidos en determinadas plantas
impediria la diferenciacién final a bacteroides funcionales en algunos aislamientos frente

a otros.

Muchas de las bacterias aisladas de nédulos de leguminosas en este trabajo
presentaron valores de tolerancia a ciertos metales pesados que son considerados como
valores de resistencias dentro de las bacterias (Nieto et al., 1987; Brim et al., 1999) (Tablas
22y 23). En particular, algunos aislamientos de M. marina, como los casos de las estirpes
ORT12 y SF3.41 fueron resistentes a metales pesados como cobalto, cobre, niquel y cinc.
Por este motivo, se seleccionaron estos aislamientos para determinar la presencia de
algunos de los sistemas de destoxificacion de metales encontrados en los rizobios. En
particular se seleccionaron los genes cadA y nolG para conocer su distribucién entre los
aislamientos de M. Marina. Ambos genes fueron amplificados en todos los aislamientos
de esta planta, pero se seleccioné al gen 1nolG para continuar su estudio por su posible

doble papel en la resistencia a metales y en la simbiosis en algunos de estos aislamientos.

Muchos genes presentes en el psymA aportan versatilidad a E. meliloti y pueden
funcionar para la adaptacion a los dos tipos de vida, libre y simbiético. Entre los genes
nod y nol presentes en este plasmido se encuentra el operén nodM-nolFG-nodN. Surin y
Downie (1988) encontraron una homologia altamente significativa entre el primer gen
del operén y el gen nodM de R. lequminosarum bv. viciae asi como entre el altimo gen y
nodN de la misma especie. La homologia de aminoécidos fue del 82,2% y 75,2%

respectivamente, indicando que estos genes estan conservados en, al menos, estas dos
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especies. Por la homologia de su secuencia, los genes nolF y nolG se cree que codifican
los componentes MFP y RND, respectivamente, de una bomba MDR de tipo RND. Las
proteinas RND forman complejos con proteinas de fusiéon a la membrana, MFP, en el
periplasma y con proteinas canales de membrana externa de la superfamilia TolC para
acomplejar el transporte desde la célula al medio extracelular. Ademas, la organizacion
en operones de la proteina MFP y la RND sugiere un probable proceso de coevolucion
para proteger a la célula de compuestos toxicos. Estos hallazgos también sugieren que
RND, MFP y OMF acttian en conjunciéon para mediar el transporte a través de ambas
membranas de la envoltura celular, como ha sido evidente por experimentos genéticos
(Dinh et al., 1994). Los sustratos transportados por los sistemas RND son diversos, desde
compuestos antimicrobianos, compuestos hidrofébicos, metales pesados, etc. Pero en el
caso del sistema RND formado por los genes nolFG, no se conocen con exactitud los
sustratos, asi como tampoco se conoce su posible implicacién en simbiosis, ya que hay
bibliografia que muestra indicios de que pudiera ser un sistema de transporte de factores
Nod (Saier et al., 1994), mientras que otros autores, como Mendoza-Hernandez et al.
(2007), defienden que no hay evidencias experimentales que soporten la propuesta de
que la funcién de nolG es un exportador de lipoquitin oligosacéridos, sino que proponen
que nolG podria estar implicado en la expulsion de antibi6éticos como las
fluoroquinolonas y la novobiocina, o la sal biliar deoxicolato, mas que en el proceso
simbiético rizobio-leguminosa.

Al final del operén se encuentra un gen con homologia con nifN, pero la orientacion de

éste al revés, indica que nodN es el tltimo gen del operén.

La falta de informacién confirmada y contrastada acerca de la funcion de los
genes nolFG del operén nodM-nolFG-nodN ha hecho que se considerara de gran interés,
tanto por su posible implicacién en la resistencia a metales pesados de los aislamientos
de M. marina, como por la implicacion simbiética que pudiera tener. Para el estudio del
gen nolG se escogieron dos de los aislamientos de M. marina més resistentes a altas
concentraciones de metales pesados, como son E. meliloti ORT12 y E. medicae SF3.41 cuya
resistencia era ligeramente menor que la de ORT12, pero se trataba de la tnica cepa
aislada de M. marina que no pertenecia a la especie E. meliloti, lo que la hizo

especialmente interesante.
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Tras la amplificacién, secuenciaciéon y andlisis del gen nolG de ORT12 y SF3.41 y su
comparacioén con las respectivas secuencias del nolG de E. meliloti 1021 y E. medicae WSM
419, se detectaron 18 nucleétidos diferentes en la secuencia de la estirpe ORT12 con
respecto a Sm1021, que originaron 7 diferencias a nivel de aminoécidos (Figuras 25y 27).
En el caso de E. medicae las diferencias fueron menores, habiéndose encontrado
tnicamente un nucleétido distinto entre la secuencia del gen nolG de SF3.41 y la del
mismo gen la cepa de referencia, WSM 419. Esa diferencia a nivel de ADN no determiné
cambios en la secuencia de aminoacidos, (Figura 26).

En la secuencia de NolG existen dos residuos de aminoacidos, un aspartato en la
posicion 408 y una lisina en la 940, que estan conservados en la familia HAE-RND pero
no en la HME-RND (Perrin et al., 2010; Tseng et al., 1999) y se ha podido comprobar que
en esas posiciones la proteina NolG de E. meliloti ORT12, no present6 dichos
aminodcidos sino una alanina en la posicién 408 y una asparragina en la 940, lo que una
vez mads apoyaria la pertenencia del gen nolG de E. meliloti SVQ 747 a un sistema HME-
RND implicado en el transporte de metales pesados.

Una vez obtenidos los mutantes en el gen 1n0lG por insercién del casete lacZ-Gm en E.
meliloti SVQ747 y E. medicae SVQ748, derivados espontdneos rifampicina resistentes de
ORT12 y SF3.41, respectivamente, se estudi6 su resistencia a metales pesados. En el caso
de E. meliloti SVQ747, no se apreciaron diferencias en la tolerancia a cobre, cinc, cadmio,
cobalto y niquel entre la estirpe parental SVQ747 y su derivado mutado en el gen nolG,
SVQ749, por el método de la difusion en discos en las condiciones estudiadas (Tabla 24).
Sin embargo, comparando la estirpe parental de E. medicae, SVQ748, con la estirpe
mutante, SVQ750, se observé una tendencia a una menor tolerancia a cinc y cadmio del
mutante. Las pocas diferencias encontradas entre los mutantes en 1nolG y las cepas
parentales podrian ser debidas a que 10l/G no tenga actividad destoxificadora de estos
metales en estas bacterias, o bien que las concentraciones utilizadas no permitan
distinguir entre silvestre y mutante, de modo que habria que hacer un barrido utilizando
dosis més altas de metales u otros metales.

Paralelamente, se realizaron curvas de crecimiento en presencia de CdCl; 0,2 mM para
las cepas de E. meliloti y 0,075 mM para las estirpes E. medicae y de ZnSO4 0,56 y 0,27 mM
para E. meliloti y E. medicae respectivamente, en las que tampoco se encontraron
diferencias apreciables en el tiempo de generacién de las estirpes parentales y mutantes

nolG de ninguna de las dos especies de estudio, (Figuras 33, 34, 35 y 36).
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Hay ejemplos de otras bombas RND en las que se describe que tienen un papel en la
destoxificacion de sustancias antimicrobianas en E. meliloti 1021; tal es el caso de los
genes SMc02868-SMc02867, cuya mutacion por deleciéon resulté en una disminucién de
entre 2 y 64 veces la tolerancia a diversos compuestos incluyendo antibiéticos,
detergentes, colorantes y sustancias sintetizadas por las plantas. Ademas, cuando los
genes SMc(02868-SMc02867 se expresaron en trans en un vector bajo la expresion de su
propio promotor en la estirpe mutante, la resistencia a estos compuestos se restableci6
completamente. Estos resultados sugirieron que la bomba tipo RND SMc02868-
SMc02867, designada SmeAB, juega un papel importante en la expulsiéon de sustancias
toxicas en E. meliloti 1021 (Eda et al., 2011). Por este motivo, se ha testado tolerancia a
sustancias antimicrobianas, como antibidticos o colorantes de las estirpes parentales y
mutantes de ambas especies, sin encontrar tampoco resultados de tolerancia
diferenciales entre las estirpes parentales y sus derivados mutantes de ambas especies
(M. del Saz, comunicacién personal).

El hecho de no observar incrementos en la susceptibilidad a sustancias toxicas en los
mutantes en el gen nolG en SVQ747 y SVQ748 puede deberse a diversas causas, sin
contemplar la opcién de que las bombas no sean funcionales. En primer lugar, estas
bombas podrian expulsar compuestos que no se han probado en este estudio. Ademas,
podria ser que las bombas se expresaran levemente o no se expresaran en las condiciones
testadas, por lo que la mutacion habria tenido muy poco efecto en la susceptibilidad a
los antimicrobianos (Eda et al., 2011). Quiza seria oportuno comprobar el efecto que
tienen los metales pesados, sustancias toxicas, antimicrobianos, etc., en las dos estirpes
de cada especie en presencia del flavonoide inductor, ya que se ha comprobado su
funcion como activador de la transcripcion del gen nolG. La tercera causa, podria ser que
estas bombas no estuvieran implicadas en la resistencia a antimicrobianos, sino que
podrian jugar otros papeles (Eda et al., 2011). Muchos estudios han revelado los papeles
tisiologicos de las bombas MDR (Martinez et al., 2009; Piddock, 2006), por ejemplo, el
operén MexAB-OprM de P. aeruginosa esta implicado en la traslocacion de sefiales de
quorum sensing (Evans et al., 1998; Pearson et al., 1999). Si la bomba transporta compuestos
no téxicos que sirven para funciones fisioldgicas, su actividad no podria ser detectada
en test de sensibilidad a compuestos antimicrobianos, metales pesados, ni otro tipo de

sustancias toxicas.
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Recientemente se ha descrito en la bacteria patégena de humanos Stenotrophomonas
maltophilia (Lin et al., 2015), que mutaciones en un sistema RND, en este caso de expresion
constitutiva, como es smeYZ, puede generar cambios en caracteristicas relacionadas con
la colonizaciéon del hospedador, como pueden ser la movilidad de tipo swimming, la
abundancia de flagelos o la formacién de biofilm. Concretamente, la mutacion de este
sistema smeYZ afecta negativamente a la movilidad tipo swimming, ya que el mutante
pierde por completo la capacidad mévil que presenta la estirpe silvestre, lo que se explica
por la pérdida total de flagelos en la superficie de la bacteria mutante con respecto a la
silvestre.

A pesar de evidencias de este tipo en bacterias patogenas, cuando se estudié como
afectaba la mutacién por inserciéon de lacZ:Gm en nolG a la movilidad tipo swimming en
SVQ749 y SVQ750 frente a sus respectivos parentales SVQ747 y SVQ748 se observaron
diferencias, pero en sentido contrario en cada uno de ellos. Se detect6 una ligera pero no
siempre significativa mayor movilidad swimming en el mutante SVQ749 frente a su
estirpe parental SVQ747, (Figuras 38 y 47) y una disminucién de la misma que no
siempre fue significativa en SVQ750 frente a SVQ748 (Figuras 41 y 48). Ademas, estas
diferencias no se debieron a diferencias de crecimiento en el medio de cultivo utilizado,
dado que no se observaron cambios apreciables en la capacidad de crecimiento en medio
Brommfield, (Figuras 37 y 40).

Para determinar el papel de nolG en estos, no siempre significativos, cambios de
movilidad observados en los mutantes, se construyeron los plasmidos pMUS1306 y
pMUS1313 que portan una copia del gen nolG silvestre de SVQ747 y de SVQ748,
respectivamente, bajo la expresion de un promotor constitutivo de pBBRIMCS-2. Los
resultados de movilidad de SVQ749 portador del plasmido pMUS1306 frente a SVQ749
portador de pBBRIMCS-2 (Figura 39) mostraron una reduccién significativa de la
movilidad en SVQ749 pMUS1306 frente a SVQ749 pBBR1-MCS2 algo mayor que el
aumento de movilidad mostrado por el mutante frente al parental, posiblemente debida
a la expresion constitutiva del gen nolG.

Igualmente se ha observado que la estirpe mutante SVQ750 portadora del plasmido
pMUS1313 aumento significativamente su capacidad de movimiento (Figura 42), quizas
por la expresion constitutiva de nolG, con respecto a SVQ750 pBBRIMCS-2.

Los resultados obtenidos del estudio de la implicaciéon de la mutacion en n0lG mediante

insercion de lacZ-Gm en la movilidad de tipo swimming en las dos estirpes analizadas no
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permiten concluir un efecto claro sobre esta propiedad y, en todo caso, denotaria distinto
papel en la movilidad tipo swimming en una especie bacteriana frente a la otra.

Como ya se ha comentado anteriormente, segiin la bibliografia disponible la expresién
del operén que se estd estudiando se induce en respuesta al flavonoide luteolina. Por
ello se consideré oportuno estudiar la capacidad inductora haciendo un barrido con
distintos flavonoides, en primer lugar, sobre la expresién del promotor del gen nodA de
R. lequminosarum bv. viciae con el pldsmido pMP240, y posteriormente, si estos mismos
flavonoides inducian la expresién del gen nolG aprovechando la insercién del casete
lacZ-Gm. La actividad B-galactosidasa medida sobre el plasmido pMP240 puso de
manifiesto que la mayor parte de los flavonoides probados no indujeron la expresién de
los genes nod en ninguna de estas dos cepas y en las condiciones estudiadas (Tabla 25).
Unicamente los flavonoides 4-7 dihidroxiflavona, isoliriquitigenina y luteolina
presentaron valores de induccién por encima de 1,5 veces la induccion frente al control
sin flavonoide en la cepa SVQ747 de E. meliloti. Por su parte, la hesperitina fue el tnico
flavonoide con valor de induccién por encima de 1,5 veces sobre el control sin flavonoide
en E. medicae SVQ748 (Tabla 25). A pesar de estos resultados, en experimentos sucesivos
se utilizaron los mismos flavonoides para la cepa de E. meliloti que para E. medicae.

Los bajos valores de induccion de estos tres flavonoides se redujeron mas al cuantificar
la actividad B-galactosidasa de la induccién del gen 10lG en el mutante SVQ749 de E.
meliloti (Tabla 26). Esto puede deberse a la proximidad entre el gen lacZ y el promotor
del gen nodA de R. leguminosarum bv. viciae, en comparacion con las 4 kb que separan el
promotor nod del operén del punto en que esta inserto el gen lacZ en los mutantes
SVQ749 y SVQ750. Sin embargo, en el caso de E. medicae SVQ750 (Tabla 26) se
mantuvieron (caso de la isoliquiritigenina) o aumentaron levemente (caso de la 4-7
dihidroxiflavona). En cualquier caso, ninguno de los valores de induccion obtenidos son
los que cabria esperar para genes de nodulacion.

Para estudiar el efecto de los flavonoides inductores sobre la movilidad de tipo swimming
se decidi6 usar la luteolina, a pesar de los bajos valores de induccion de las fusiones en
pMP240 y sobre la de la mutacion, por ser el flavonoide tipicamente utilizado en E.
meliloti. En primer lugar, se hicieron curvas de crecimiento en presencia de luteolina para
descartar distinto efecto del flavonoide sobre parentales E. meliloti SVQ747 y E. medicae
SVQ748 y sus respectivos mutantes SVQ749 y SVQ750, no observandose diferencias en
ninguna de las cepas (Figuras 43, 44, 45 y 46).

201



Una vez conocida que la luteolina no afectaba al crecimiento se llevaron a cabo los
estudios de la movilidad de tipo swimming de todas las cepas. En primer lugar, en el caso
de E. meliloti, se observé (Figura 47) que la luteolina disminuy¢ significativamente la
movilidad tanto en la cepa parental, SVQ747, como en la mutante, SVQ749, y ese efecto
no fue debido al metanol, que, por el contrario, aumenté significativamente la movilidad
en las dos cepas. Un efecto similar se ha observado en E. meliloti GR4 cuya movilidad en
superficie en medio minimo y agar noble 0,6%, se veia reducida en presencia de luteolina
(MJ Soto, comunicaciéon personal). Ademds, de nuevo se observé como el mutante
SVQ749 fue significativamente mas moévil que SVQ747 en la condicién control, por el
contrario, la diferencia observada en presencia de luteolina no fue estadisticamente
significativa. Sin embargo, no se han encontrado posibles explicaciones al incremento
de movilidad ejercido por el metanol.

La misma disminucién de la movilidad por efecto de la luteolina, aunque menos
acusadas y sin diferencias estadisticamente significativas, se ha encontrado en el caso de
E. medicae (Figura 48). No se observé ningtn efecto del metanol sobre la movilidad y, de
nuevo se puso de manifiesto la menor capacidad moévil del mutante SVQ750 que el
parental SVQ748. El distinto comportamiento que la mutacién por insercion del lacZ-Gm
provoco sobre la movilidad de tipo swimming indicaria, a pesar de la similitud entre los
genes 1nolG de E. meliloti SVQ747 y E. medicae SVQ748 (99%) y que el proceso seguido
para la construcciéon de los mutantes fue similar, un distinto papel del sistema RND, o
de las sustancias que exporta, en la movilidad de estas bacterias.

El efecto reductor de la movilidad que provoca la luteolina en E. meliloti SVQ747podria
tener su explicacion en la implicacion simbiética de la movilidad, ya que la luteolina
actuaria como sefal que indicaria a la bacteria la presencia de la planta, por lo que la
bacteria disminuria su movilidad e iniciaria los sistemas de colonizacion, formacion de

biofilm sobre la raiz, curvatura del pelo radical, etc.

La bomba tipo RND NolFG se piensa que esta implicada en nodulacién porque la
inserciéon de Tn5 en cualquiera de los genes del operén result6 en un retraso en la
nodulacion y una reducciéon del namero de nédulos en alfalfa (Baev et al., 1991). Por lo
que se han caracterizado simbidticamente los mutantes por insercién del casete lacZ-Gm,
E. meliloti SVQ749 y E. medicae SVQ750, en plantas de M. sativa. En primer lugar, se
realizaron ensayos de competitividad enfrentando a SVQ750 frente a SVQ748 pGUSS3,
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usando como control la coinoculacién de SVQ748 junto con SVQ748 pGUS3. Los
resultados encontrados (Tabla 27) mostraron que la estirpe E. medicae SVQ750 tuvo un
comportamiento competitivo similar al de la cepa parental SVQ748, con porcentajes en
torno al 37 y 32% de nddulos ocupados, respectivamente. Esta diferencia de
aproximadamente el 5% se encuentra dentro de los limites de error del experimento en
las condiciones realizadas, que se sitda entre el 7 y el 9% (error determinado
considerando la media de tres experimentos independientes), a pesar de que este
experimento se realizé una tnica vez, la falta de diferencias entre los porcentajes
mostrados por la estirpe parental y la mutante hizo que no se continuara estudiando el
fenotipo simbiético de las cepas de E. medicae.

Los estudios de competitividad por la nodulaciéon de la alfalfa de E. meliloti SVQ747
frente a su mutante SVQ749 mostraron (Tabla 28) la mayor capacidad competitiva del
mutante conun 77,2 % de nédulos ocupados. Por lo que, de nuevo, se puso de manifiesto
el distinto efecto de la mutacién de n0lG en E. meliloti SVQ747 y E. medicae SVQ748.
Como complemento al estudio de la competitividad por la nodulacién en E. meliloti
SVQ747 y su mutante, se analiz6é como afectaba a esta capacidad del mutante SVQ749 la
presencia de copias silvestres constitutivas del gen 10/G en el plasmido pMUS1306 frente
al parental, usandose como controles la estirpe parental y la mutante ambas con el vector
sin nolG y el mutante con pMUS1306 (Tabla 28). Los resultados mostraron que la
presencia de copias del gen 1n0lG hicieron que el mutante SVQ749 pMUS1306 retornara
a los valores de competitividad (57,4 %) similares al control SVQ747 pBBR1-MCS2 (47,6
%), no siendo esta menor capacidad competitiva debida a la presencia del vector, puesto
que SVQ749 pBBR1-MCS2 mantuvo un porcentaje de ocupacion ligeramente superior
(89,5 %) al mutante sin plasmido (77,2 %). Estos resultados parecen apoyar la idea de
que el fenotipo mas competitivo que tiene el mutante SVQ749 se debe a la falta de la
proteina NolG funcional, quizas por la imposibilidad de secretar algtin compuesto que
le harfa ser mas competitivo por la nodulacion que el silvestre.

Otros pardmetros simbio6ticos estudiados fueron la cinética y la eficiencia de nodulacién
que podrian aportar informacién muy interesante para aclarar qué estd ocurriendo en el
mutante SVQ749. Observando la cinética de nodulacion (Figura 50), cabe destacar que
el mutante SVQ749, ademads de ser mas competitivo que el parental, indujo un mayor

nimero de nédulos por planta que SVQ747 en los primeros dias tras la inoculacion,

203



llegando este namero a ser significativamente diferente a los 17 dias tras la inoculacion
(Tabla 29).

Igualmente, se realizaron ensayos de cinética de la nodulacién en las estirpes portadoras
de los plasmidos pBBRIMCS-2 y pMUS1306, (Figura 51) observdndose, cémo copias
extra de nolG en SVQ749 pMUS1306 le hizo disminuir la velocidad de nodulacién con
respecto al mutante portador del pldasmido pBBRIMCS-2, SVQ749 pBBRIMCS-2, pero
esta tendencia a disminuir no fue estadisticamente significativa (Tablas 30 y 31).

Los ensayos de eficiencia (Tabla 32) no mostraron diferencias destacables entre las
distintas cepas de E. meliloti, lo que demostraria que a pesar de que el mutante fue mas
competitivo por la formacién de nédulos, esto no repercutié en su capacidad efectiva.
Otra funcién que podria estar implicada en el fenotipo simbidtico observado es la
capacidad de colonizacién de las raices, por lo que se hicieron experimentos de adhesién-
colonizacién de la raiz de M. sativa por parte del parental y el mutante en el gen nolG.
Los ensayos se hicieron recuperando las bacterias adheridas a la raiz a las 2, 24, 48 y 72
horas después de la inoculacién y los resultados mostraron una mayor capacidad
colonizadora de SVQ749 frente a SVQ747. De modo que a las 24 horas tras la inoculacién
las raices de M. sativa inoculadas con la estirpe mutante SVQ749 ya presentaban un
numero de bacterias un orden de magnitud mayor que las raices inoculadas con la
estirpe parental. Esta diferencia se mantuvo a las 48 horas y casi subié un orden de
magnitud mas a las 72 horas (Tabla 33).

Estos resultados contrastan con lo publicado en cuanto al fenotipo simbiético en M. sativa
de mutantes de E. meliloti en el gen nolG; ya que Baev et al. (1991) realizaron mutantes
por insercion de Tn5 en todos los genes del operén en E. meliloti AK631 y todos los
mutantes, incluido el mutante en el gen 1n0lG, mostraron retrasos de entre 3 y 9 dias en
la nodulacién, se redujeron significativamente tanto el nimero de nédulos por planta,
como el peso seco de la parte aérea y, por ultimo, estos mutantes se mostraron mucho
menos competitivos que la estirpe silvestre. Sin embargo, cuando ese grupo realiz6 el
mismo estudio en plantas de Melilotus, no detectaron diferencias entre la estirpe mutada
y la silvestre, explicando este hecho, por la existencia de una funcién especifica de
hospedador en estos genes. Estos autores descartan que la mutacién mediante la
insercién de Tn5 esté causando un efecto polar en los genes que se encuentran corriente
abajo, porque al generar un mutante en el que Tnb5 se sittia entre los genes nolF y nolG,

dicho mutante no presenta fenotipo simbiético afectado, como si ocurre cuando Tn5 se
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encuentra interrumpiendo directamente alguno de los genes del operén. En un estudio
posterior, Baev et al. (1992) afirmaron que las mutaciones inducidas por Tn5 no
mostraron un efecto polar en los genes situados corriente abajo del sitio de insercién
porque se producia expresion constitutiva de estos genes debido al promotor que hay
dentro del trasposdn, el cual se ha demostrado que esta activo en E. meliloti (Rostas et al.,
1986). Pero no pueden descartar que la expresion constitutiva de estos genes debida al
promotor de Tn5 fuera inferior a la de otros genes sobreexpresados (genes nod en
presencia del flavonoide). Por tanto, no se puede descartar un efecto polar sobre los
genes corriente abajo en condicién de presencia de flavonoides que contribuya a la
ineficiencia de la produccién de los factores Nod.

En el afio 2011, Eda et al. estudiando bombas de tipo RND, construyeron un mutante por
delecién sin marcador en el gen 10lG y no observaron fenotipo simbiético alterado, por
lo que también apoyaron la idea de que el fenotipo simbidtico afectado que describi6 el
grupo de Baev et al. (1991), podria deberse al efecto polar ejercido sobre el gen corriente

abajo, es decir, sobre el gen nodN.

Debido a la escasa induccion de los genes nod detectada por experimentos de 3-
galactosidasa con SVQ747 pMP240 y en el propio mutante SVQ749 con diversos
flavonoides (Tabla 26) se estudi6 la capacidad de induccién de la luteolina mediante
ensayos de gPCR de la expresion del gen nodA de la cepa parental SVQ747. Estos
resultados mostraron que la luteolina indujo hasta unas 6 veces al gen nodA frente al
control sin induccion (Figura 52), y por tanto, debe hacerlo al resto de los genes nod en
las condiciones en que se ha hecho el estudio (cultivo en medio minimo a D.O. ~0,3).
Sorprendentemente, se encontré el doble de expresiéon del gen nodA en la estirpe
mutante SVQ749 con respecto al parental, (Figura 53) lo que podria explicar la mayor
capacidad competitiva de este mutante.

Una vez comprobada la induccién de la luteolina sobre la expresion de los genes nod, se
estudio la expresion de los genes 10/G y nodN en la cepa parental en presencia y ausencia
de ésta, observandose que la luteolina indujo 2,5 veces la expresion del gen nolG en E.
meliloti SVQ747, expresiéon que se considera estadisticamente significativa (Figura 54).
De forma similar ocurri6é con el gen nodN aunque en este caso con una induccién atn
mas leve (1,4 veces) que la de nolG, tan leve que no se considera estadisticamente

significativa (Figura 55). La diferencia encontrada entre la expresién de ambos genes se
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podria explicar, entre otras razones, porque la transcripcion vaya decayendo desde el
principio al final del operén; o bien porque al ser el altimo gen, el ARN se vaya
degradando desde los extremos, de forma que el transcrito de nodN es el primero en
degradarse y por eso la menor la cantidad de ARN que finalmente pasa a ADNc y por
tanto la que se detecta mediante gPCR.

Finalmente, se ha comparado la expresion del gen nodN en la estirpe parental SVQ747 y
en la estirpe mutante SVQ749 (Figura 56), observandose una tendencia a una expresiéon
reducida a aproximadamente la mitad, en la estirpe mutante SVQ749 con respeto a la
parental SVQ747, por lo que el comportamiento del mutante SVQ749 podria estar
influido por esta leve, aunque no significativa, disminucién de la expresion.

Para eludir el posible efecto polar sobre nodN de la insercion del casete lacZ-Gm en el
gen 1nolG en el mutante SVQ749, se llev6 a cabo la construccion de un mutante en el gen
nolG por delecién en fase. En el nuevo mutante en el gen n0lG por delecién, E. meliloti
SVQ761, se secuencié el fragmento generado para llevar a cabo la mutacién y asi
corroborar que la pauta de lectura del gen nodN no se habia visto afectada.
Posteriormente se sigui6 el mismo procedimiento de estudio fenotipico que en el
mutante SVQ749.

En primer lugar, se estudi6 el fenotipo en respuesta a cadmio, cinc, cobre, cobalto y
niquel y se comprobé que, al igual que en el mutante por inserciéon del casete lacZ-Gm,
SVQ749, el mutante por delecion del gen nolG, SVQ761, tampoco present6 ningan tipo
de alteracién en la tolerancia a estos metales pesados (Tabla 34). La observacion de la
secuencia de aminodcidos de NolG de ORT12 (S5VQ747) y de la misma en E. meliloti 1021,
detect6 que la secuencia de la proteina NolG no cumple el patrén de aminoacidos que
tipicamente tienen las subunidades RND de los sistemas HME-RND1 y HME-RND2
cuyos sustratos son Zn2+, Co2* y Cd?* para el primer tipo y Co?* y Ni2* para el segundo,
en ninguna de las dos estirpes. Segtin Valencia et al. (2013), las proteinas de membrana
citoplasmatica RND tienen 12 alfa hélices transmembrana, entre ellas, la alfa hélice IV
contiene dominios de aminoacidos que estan conservados en la mayoria de las proteinas
RND (Tseng et al., 1999). E1l HME-RND1 y el HME-RND?2 tienen los mismos motivos,
DFG-DGA-VEN, presentes en las proteinas CzcA (HME1) o CnrA y NccA (HME2) (Nies,
2003; Goldberg et al., 1999). Ambos residuos de aspartato y el residuo de glutamato en
la alfa hélice transmembrana IV de la proteina CzcA, se requieren para el antiporte

protén/sustrato, sugiriendo que probablemente estén implicados en la traslocacién del
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proton (Nies, 2003; Goldberg et al., 1999; Franke et al., 2003). La falta de esta secuencia
consenso en la secuencia de la proteina NolG de E. meliloti SVQ747 podria explicar que
no se hayan encontrado diferencias en la capacidad de tolerancia a cadmio, cinc ni
cobalto, tanto en el mutante SVQ749 como en el mutante por delecién, SVQ761, dado
que estos metales pesados no serian sustrato de la bomba RND que se esta estudiando.
Las curvas de crecimiento realizadas en presencia de CdCl, y ZnSO; tanto en la estirpe
parental, como en la cepa mutante y la mutante con copias extra de nolG apoyan el
resultado anterior, ya que mostraron que las tres cepas presentaron la misma capacidad
de crecimiento en presencia de estos metales pesados (Figuras 59 y 60).

Conocido el hecho de que la movilidad swimming puede ser uno de los mecanismos que
se vea alterado en mutantes en los sistemas RND, se han realizado experimentos de
movilidad swimming al mutante por delecion del gen nolG. Ademas, se realizaron
estudios de las movilidades de las estirpes mutantes portadoras de los plasmidos
pBBRIMCS-2 y pMUS1306 en medio Brommfield con kanamicina, para evitar la pérdida
del plasmido. En este caso, y al contrario que ocurria con el mutante SVQ749, se ha
observado una ligera disminucién no significativa de la movilidad del mutante SVQ761
respecto de la cepa parental SVQ747 (Figura 62). Por otra parte, la estirpe SVQ761
portadora del plasmido con copias extra de nolG sufri6é una reduccion significativa de la
movilidad, indicando que el posible efecto en movilidad no pudo ser complementado
con una mayor dosis génica de nolG, sino que la adicién de copias extra constitutivas
disminuyen atn mas la movilidad de tipo swimming (Figura 63). Por tanto, mientras que
cualquiera de las mutaciones de n0lG (por insercién o por delecién) no afectaron, en
general, de modo significativo a la movilidad tipo swimming en E. meliloti SVQ747, la
presencia de copias extra de nolG redujeron significativamente la movilidad de los
mutantes en medios con kanamicina.

Por dltimo, se comprobd si el mutante por deleciéon del gen nolG, SVQ761, estaba
afectado en su comportamiento simbidtico. Los datos de eficiencia presentados por
SVQ761 fueron bastante similares a los de la estirpe parental en todos los parametros
analizados (Tabla 35). Del mismo modo no se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre ninguna de las estirpes portadoras de plasmidos y
las cepas parental ni mutante. Por lo que se puede decir que la mutacién en el gen nolG
en la estirpe SVQ747 no afecta a la fijacién de nitrégeno, al nimero de nédulos, ni al peso

seco de los mismos en la relacion simbi6tica con M. sativa. Sin embargo, al estudiar la
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competitividad por la nodulacion, si que se ha visto que esté alterada por la mutacion,
dado que el mutante por delecién del gen nolG, SVQ761, se mostré mas competitivo que
la estirpe parental (Tabla 36). Lo que ya se habia observado en la cepa mutante en el gen
nolG por la insercion del casete lacZ-Gm, aunque en éste ultimo el resultado fue maés
llamativo que en el mutante delecionado (Tabla 28).

Cuando se estudi6é la competitividad de la estirpe mutante que porta el plasmido
pMUS1306, se observé como el fenotipo competitivo recupero los niveles del parental,
lo que, al igual que en el caso del mutante SVQ749, podria explicar la implicacion del
gen 1nolG en el efecto en competitividad. Sin embargo, cuando se analizaron los datos de
competitividad de la estirpe mutante SVQ761 portadora del plasmido pBBRIMCS-2, se
apreci6é una disminucién de la competitividad frente al silvestre SVQ747 pGUS3, lo que
implicaria algtin efecto sobre este fenotipo del plasmido vector, por lo que para el futuro
seria conveniente realizar estos experimentos con un pldsmido diferente del utilizado y
en el que se clonara el gen 10lG bajo la expresiéon de su propio promotor nod.

La cinética de nodulacién que present6 el mutante por delecion SVQ761 fue similar a la
mostrada por el mutante SVQ749, pues el nimero de nédulos por planta en los primeros
dias también mostr6 una tendencia a ser mayor al de la estirpe parental, aunque en este
caso sin diferencias estadisticamente significativas (Figura 65 y Tabla 37). Sin embargo,
las estirpes portadoras del plasmido pBBRIMCS-2 y el que expresa constitutivamente
nolG, pMUS1306, mostraron un desarrollo de nédulos en los primeros dias tras la
inoculacion disminuido con respecto al mutante SVQ761. Cabe destacar que la presencia
del plasmido pBBRIMCS-2 en el mutante SVQ761 muestra una disminucién de la
velocidad de nodulacion mayor que la de la estirpe que porta el plasmido pMUS1306
(Figura 66 y Tablas 38 y 39).

Por dltimo, cuando se realizaron los estudios de adhesiéon-colonizaciéon de SVQ761 en
las raices de M. sativa comparadndolo con SVQ747, se observaron el doble de unidades
formadoras de colonias adheridas del mutante que de la cepa parental SVQ747 a las 24
y 48 horas, igualandose a las 72 horas (Tablas 40 y 41).

Los resultados obtenidos indicarian que los efectos provocados por la mutacion en nolG
en los mutantes SVQ761 y SVQ749 son similares en cuanto al aumento de la capacidad
competitiva, la mayor infectividad y la mejora de la adhesién-colonizacién, siendo mas
acusados estos efectos en el mutante por inserciéon de lacZ-Gm que en el mutante por

delecién. La mayor capacidad competitiva de las estirpes mutantes en el gen nolG, podria
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estar influida por la mayor capacidad colonizadora que presentan dichas cepas con
respecto a la parental SVQ747, lo que ademas se relaciona con el hecho de que los
mutantes desarrollen nédulos antes que el parental. Este efecto presenta una relaciéon
directamente proporcional, cuanto mayor es la diferencia de bacterias adheridas, mas
rapidamente se desarrollan los nédulos y mayor es la capacidad competitiva en
comparacién con el parental.

Visto todo lo anterior, existia la necesidad de conocer que aspectos podrian estar
alterados en las estirpes mutantes que fueran los causantes de la mayor competitividad
observada. Por ello se pens¢ en la posibilidad de que, al estar mutada la bomba RND, se
estuvieran acumulando compuestos en el interior celular que estuviesen alterando la
expresion de los genes nod. Para comprobar esto se transfirié el plasmido pPRmMb57 a la
estirpe parental SVQ747 y las dos cepas mutantes SVQ749 y SVQ761. Este plasmido
porta la fusion transcripcional nodC::lacZ de modo que se puede ver la expresion de los
genes nod mediante actividad p-galactosidasa en presencia y ausencia de luteolina. De
esta forma se averigu6é que la expresion del gen nodC, no presenté diferencias de
induccién por luteolina entre las tres cepas, al menos en las condiciones estudiadas,
medio de cultivo YM a D. O. a 600 nm de ~0,2 - 0,3 (Figura 67). Estos valores fueron
ligeramente mayores a los obtenidos con pMP240 pero, sin embargo, no concuerdan con
los detectados en la expresion del gen nodA entre la estirpe parental y el mutante SVQ749
mediante gPCR, siendo, ademas, la expresion del mutante el doble que la del silvestre
(Figura 53). Por tanto, cabe la posibilidad de que la inactividad de la bomba RND esté
produciendo la acumulacién de algtin compuesto que esté sobreexpresando los genes

nod, pero que esto no sea detectable por experimentos de p-galactosidasa.

En su conjunto, los resultados obtenidos implicarian de alguna manera al sistema
RND en la simbiosis de E. meliloti SVQ747 con la alfalfa lo que, ademaés, cabria esperar
teniendo en cuenta que la expresion de estos genes se induce en respuesta a luteolina. El
comportamiento similar, fundamentalmente de mayor competitividad frente al
silvestre, observado en los dos mutantes en el gen n0lG, obtenidos por dos vias distintas,
implicaria directamente a este gen con la mejora de esa capacidad. Para explicar que la
mutacion en nolG determine una ganancia de actividad habria que tener en cuenta la
mayor expresion de nodA en la cepa SVQ749 frente al silvestre, que podria ser indicativa

de una mayor produccién de factores Nod por el mutante que le diera una ventaja en las
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primeras etapas de la simbiosis. La mutacion en el gen n0lG, especialmente en el caso del
mutante SVQ749, determinando un sistema RND no funcional, podria provocar que se
esté acumulando en el interior celular algiin compuesto, como moléculas del tipo acil
homoserina lactona (AHL) de cadena larga sugerido por otros autores (Evans et al., 1998;
Pearson et al., 1999; Chan y Chua, 2010) o algtin compuesto similar, que necesitaran un
sistema RND funcional para su secrecién y que, de alguna manera pudieran estar
alterando la expresién de genes nod, como se ha visto en el caso del gen nodA en SVQ749,
o bien estar regulando sistemas génicos implicados en la mejor colonizacién y de esa
forma haber provocado una mayor ventaja sobre la cepa parental. En cualquiera de los
casos, aun quedaria por determinar el papel exacto del gen 1n0lG en el correcto proceso
de secrecion través del sistema RND y su implicacién final sobre la simbiosis o sobre la

adaptacién al modo de vida libre o al modo simbiético.
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CONCLUSIONES







El Parque Natural Marismas del Odiel, las dunas de San Fernando y el Paraje
Protegido de Rio Tinto constituyen areas de interés para el aislamiento de rizobios
tolerantes a distinto tipo de estrés abidtico como salinidad y pH y con
propiedades promotoras del crecimiento vegetal como la produccion de AIA y

solubilizacién de fosfatos.

Los rizobios aislados de nédulos de M. marina soportan concentraciones de sal
superiores a las del resto de aislamientos, crecen en un rango de pH mas amplio
y presentan propiedades promotoras del crecimiento vegetal de forma mas

acusada.

E. meliloti simbiovariedad meliloti es el simbionte natural mas frecuente de M.
marina en las zonas estudiadas, ademaés, E. medicae ha sido aislado por primera
vez de nédulos de esta planta y E. kummerowiae ha nodulado eficientemente a M.

marina bajo condiciones de laboratorio.

Los aislamientos de M. marina, si bien comparten caracteristicas fisiol6gicas y
filogenéticas, son simbidticamente diversos presentando distinto rango de

nodulacion entre ellos y con la cepa tipo de E. meliloti LMG 6133T.

El aislamiento E. medicae SF3.41, asi como la cepa M19.1 fueron las tinicas estirpes
efectivas en todas las especies de Medicago analizadas, lo que no ocurrié con el

resto de aislamientos de M. marina.

Los dos mutantes en el gen n0lG de E. meliloti SVQ747 son mas competitivos por
la nodulacién que el silvestre, lo que podria estar relacionado con la mayor
capacidad para colonizar las raices de alfalfa en los primeros dias tras la
inoculacion y con el desarrollo de nédulos tempranos en la planta, siendo estos
fenotipos més acusado en el mutante por insercién del casete lacZ-Gm que en el

mutante por delecion.
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La diferencia en la magnitud del fenotipo simbiético del mutante SVQ749 con el
mutante SVQ761 podria deberse al efecto de la inserciéon en n0lG junto a la menor

expresion de nodN que esta insercién parece provocar.

Elincremento de la expresion del gen nodA en el mutante nolG por insercién frente
al silvestre podria ser debida a la acumulacién de algtin factor en el interior celular
que determinara una mayor sintesis de factores Nod y una mayor capacidad

competitiva de este mutante.

La mutacién en el gen nolG de E. meliloti SVQ747 no afecta a su efectividad
simbidtica en M. Sativa, asi como tampoco afecta de forma significativa a la

movilidad de tipo swimming.

El gen nolG de E. meliloti SVQ747 no parece estar implicado en la tolerancia a los

metales pesados ni a diversas sustancias antimicrobianas ensayadas.

La funcién del sistema RND al que pertenece NolG, o los sustratos que transporta
dicha bomba, parecen ser diferentes en E. medicae SVQ748 que en E. meliloti
SVQ747 ya que se han encontrado ligeras diferencias en su implicacién en la
tolerancia a metales pesados entre ambas especies, asi como distinto fenotipo en

competitividad simbidtica.
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