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RESUMEN

El estudio de los microorganismos termofilos ha tenido un gran auge en las
ultimas décadas debido a la aplicacién de sus enzimas y moléculas en procesos
biotecnoldgicos. En la actualidad, existe un déficit en cuanto a comprender como
viven los microorganismos en la naturaleza y sus estrategias de persistencia y
adaptacion. La presente tesis estudia la vida de un microorganismo termdfilo
aislado del suelo, Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6, mas alla de la
condiciones consideradas Optimas para su crecimiento. El desarrollo de
bioreactores en continuo (quimiostato) con retencién de células (retentostato), nos
ha permitido cultivar la cepa 23.6 a tasas de crecimiento cercanas a cero (0,0002
h™"). Estas condiciones asumimos que son frecuentes en suelos, por la limitacion
de nutrientes, y por la influencia de ciclos diarios de temperatura (60 - 20° C). La
secuenciacion del genoma ha identificado 4 moléculas de ADN circular: El
genoma principal o Tmp1, dos plasmidos, Tmp2 y Tmp3, y un bacteriéfago, Tmp4,
Su genoma ha servido de referencia para los analisis del transcriptoma. El
pangenoma de la cepas de P. thermoglucosidaius es abierto y ha identificado
puntos calientes de transferencia horizontal de genes llevados a cabo a través de
diferentes estrategias: transformacion, conjugacion y traduccion. El analisis del
transcriptoma a tasas de crecimiento cercanas a cero reveld6 una gran
sobreexpresion de genes relacionados con la obtencidon y busqueda de energia,
mecanismos de defensa y plasticidad gendémica, permitiendo la adaptacién de P.
thermoglucosidasius 23.6 a nuevos ambientes y manteniendo su viabilidad. A
bajas temperaturas (20° C) y tasa de crecimiento reducida (0.025h™") hay una
intensa respuesta transcripcional haciendo posible que la cepa 23.6 mantenga un
metabolismo activo a bajas temperaturas que le permite responder rapidamente
cuando las condiciones vuelvan eventualmente a ser Optimas para su crecimiento.
Esta tesis contribuye a comprender el comportamiento de los microorganismos en
ambientes naturales, y especificamente de la especie termdfila modelo P.
thermoglucosidasius, que sobrevive en condiciones consideradas adversas para
su crecimiento manteniendo su viabilidad y persistencia en la naturaleza.

\%
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La mayor diversidad y abundancia de organismos en nuestro planeta esta
constituida por los microorganismos. En tan solo 10g de suelo se pueden
encontrar unas 10" bacterias, una cifra similar al nimero de estrellas que hay en
la Via Lactea (Curtis et al., 2002; Gonzalez et al., 2012). Ademas, los
microorganismos regulan el buen funcionamiento de los ecosistemas a través de
su papel esencial en los ciclos biogeoquimicos (Whitman et al., 1998; Uroz et al.,
2009).

El avance de la microbiologia ha ido de la mano de nuevos métodos para
detectar y comprender la presencia de los microorganismos en diversos
ambientes y, en los ultimos afios, llegar a entender la enorme diversidad
microbiana existente en nuestro planeta (Pedros-Alio, 2006).

Desde la época de Aristoteles hasta la década de los 60, los investigadores se
basaban en aspectos morfologicos, fisioldgicos o ambos para clasificar
taxondmicamente los microorganismos. Sin embargo, los microorganismos, en
parte por su reducido tamafo (generalmente un micrometro de diametro), son
dificiles de clasificar en base a estas caracteristicas sobretodo por la enorme
diversidad que presentan.

A finales de los 60, Woese sugirié que la manera mas fiable de diferenciar y
clasificar las formas de vida de nuestro planeta (desde las bacterias mas simples
hasta los animales mas complejos) serian las variaciones existentes en genes
universales (presentes en todos los organismos), como por ejemplo la subunidad
pequefia del ARN ribosomal (SSU rRNA).

En 1977, Woese y Fox indicaron que toda forma de vida se puede clasificar en
uno de los tres grandes Dominios que propusieron: Eucariotas, Eubacterias y
Arqueobacterias (Woese y Fox, 1977). Demostrando asi por primera vez que las
formas de vida pueden analizarse filogenéticamente y existe una relacion

evolutiva entre ellas.
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Fue en 1990 cuando Woese y sus colaboradores propusieron los tres grupos

filogenéticos principales, o Dominios, asignandoles su designacion actual:

Eucarya, Bacteria y Archaea (Figura 1.1) (Woese et al., 1990).

Bacteria Archaea Eukarya

Bacterias verdes
no sulfurosas

Animales

Bacterias

Gram positivas Entamoeba

|
Mohos |
\ mucilaginosos
Methanosarcina 1 ! |
Haloarchaea | Fungi

\
\ |

Bacterias Crenarchaeota Euryarchaeota

purpuras

\
) T Plantas

Thermoproteus
Cyanobacterias %
Methahkgcocous h > ey
- Ciliados
Pyrodictium 2
Flavobacteria
o~ T Flagelados
\.\ ., —
R . Trichomonadida

Thermotogae

/"'. \
X . %
i * Diplomonadida

" Microsporidia

Figura 1.1. Arbol filogenético simplificado de los organismos vivos basado en las

secuencias de genes de las subunidades pequefias del ARN ribosomal

(modificado del modelo propuesto por Woese, 1990).

Segun se plantea en el arbol filogenético propuesto por Woese y sus

colaboradores los genes se transmiten verticalmente de generacidn en

generacion. Sin embargo, hoy en dia se sabe que la herencia vertical no es el

unico proceso evolutivo generado por la transferencia de material genético. La
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transferencia horizontal de genes (transferencia de material genético entre
distintas especies o grupos taxondmicos) afecta muy significativamente a la
evolucion de los microorganismos, transformandose el modelo de arbol
filogenético inicial (Figura 1.1), en uno mucho mas complejo en el que se
proponen un gran numero de interacciones entre las distintas lineas evolutivas

tomando el aspecto de red (Figura 1.2) (Doolittle, 2000).

Bacteria Archaea Eukarya

Animales

Euryarchaeota

Plantas

Crenarchaeota Cilliados

Cianobacterias

Bacterias
Hipertermofilas

Comunidad ancestral comun de células primitivas

Figura 1.2. Arbol filogenético simplificado que incluye interacciones evolutivas por

transferencia horizontal de genes en los seres vivos (Doolittle, 2000).
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A lo largo de la evolucion, los microorganismos han sido capaces de colonizar
practicamente todo tipo de ambientes en nuestro planeta incluyendo un rango
amplio de condiciones de temperatura, pH, salinidad, etc. Esta colonizacién ha
sido posible, en parte gracias a la gran diversidad metabdlica y fisiologica
alcanzada por los microorganismos, un aspecto muy importante a la hora de
comprender la diversidad del mundo microbiano que no se restringe unicamente a
la diversidad especifica, sino que va mas alla y se complementa con un amplio

rango de posibilidades metabdlicas y modos de vida.

El camino seguido por la Microbiologia hasta alcanzar los niveles de conocimiento
actuales ha sido lento y dificil, generalmente ligado a nuevos desarrollos
metodoldgicos. Hasta los afios 70, los microorganismos se pensaban que eran
escasamente diversos debido a que unicamente se detectaban al cultivarlos en el
laboratorio. En la siguiente década comenzaron a tefirse los microorganismos
con colorantes fluorescentes (naranja de acridina, DAPI, etc.) dirigidos a la tincion
de las proteinas o acidos nucleicos de las células (Hobbie et al., 1977; Porter y
Feig, 1980). De este modo, se pudieron enumerar las bacterias presentes en
distintos ambientes viéndose que eran enormemente abundantes. Por ejemplo, un
mililitro de agua mineral potable contiene aproximadamente un millén de bacterias
y un gramo de suelo puede contener alrededor de 10" bacterias. Sin embargo, la
diversidad existente en esas abundantes comunidades microbianas se creia que
era reducida a unas pocas especies. Estas especies eran aquellas facilmente
cultivables en el laboratorio y clasificadas taxondmica y metabdlicamente. Sin
embargo, con el uso de técnicas de Biologia Molecular se comenz6 a descubrir
una elevada diversidad de microorganismos de modo que se observé que no solo
eran muy abundantes si no también enormemente diversos. Con la introduccién
de las técnicas de secuenciacién masiva o “new generation sequencing” (NGS) se

ha podido observar que la diversidad microbiana es enorme y las ultimas técnicas
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disponibles a penas nos permiten evaluar la verdadera dimension de esta gran
diversidad. No obstante, aun hoy en dia unicamente somos capaces de cultivar
aproximadamente el 1% de los microorganismos presentes en muestras
ambientales siguiendo métodos generales de cultivo, lo que sugiere que aun
queda por estudiar una gran fraccibn de la enorme diversidad microbiana
existente en nuestro planeta (Hugenholtz et al., 1998; Gonzalez et al., 2003).

Con el desarrollo de métodos de secuenciacion de ultima generacién (NGS) las
técnicas genomicas han experimentado un enorme desarrollo que estan
permitiendo en la actualidad el estudio y analisis detallado de los genomas
bacterianos, incluso ofreciendo la posibilidad de analizar bacterias no cultivadas.
Una vez capaces de acceder al genoma de los microorganismos, podemos
comenzar a analizar el origen de sus genes y la evolucion de los distintos
microorganismos. La técnicas gendmicas abren las puertas al analisis de la
expresion de los genes que contienen los genomas microbianos. Este es el
campo de la transcriptomica que nos permite evaluar los niveles de expresiéon a
nivel global de las células bajo condiciones especificas de crecimiento. Los
avances de NGS también han servido para impulsar enormemente los estudios
transcriptomicos de expresion génica.

A pesar de los avances actuales y los nuevos conceptos de abundancia y
diversidad en Microbiologia, aun no somos capaces de determinar eficientemente
el crecimiento de las bacterias en ambientes naturales. Debido al
desconocimiento del crecimiento bacteriano en la naturaleza, el concepto actual
se basa en la creencia de que los microorganismos alternan condiciones de
abundancia de nutrientes o condiciones favorables con periodos de escasez
nutricional o condiciones desfavorables (Zambrano et al., 1993; Morita, 1997). En
relacion a este concepto, la frecuencia y duracion de las condiciones limitantes
(adversas o bajo estrés) parecen dominar la vida microbiana en su entorno natural

(Zambrano et al., 1993; Morita, 1997). Sin embargo, el mundo microbiano en



Introduccion

condiciones que limitan su crecimiento es uno de los aspectos peor comprendidos
de la Microbiologia actual. Los mecanismos o estrategias utilizadas por los
microorganismos para mantener su persistencia en el medio ambiente es un

hueco de conocimiento que requiere investigacion.

1.1 Extremofilos

La palabra extremofilo es un neologismo que fue acufiada en 1974 por el
investigador MacElroy (MacElroy, 1974). Es un término hibrido en el que se unen
la palabra del Latin Extremus (mas externo, distante o alejado) y la palabra Griega
filia (atraccidn, afecto por) resultando su significado en “amigo de condiciones

extremas”

Debido a la alta diversidad microbiana y a su versatilidad metabdlica los
microorganismos son capaces de vivir y desarrollarse en una gran variedad de
habitats y condiciones (Cases y De Lorenzo, 2002). El cuerpo humano (por su
importancia médica) y los ecosistemas marinos y de agua dulce (por sus
implicaciones ambientales) han sido estudiados en profundidad, sin embargo,
otros ambientes como aquellos mas extremos (en comparacion con los
parametros fisiologicos del ser humano) han permanecido durante muchos afos
practicamente desconocidos ya que inicialmente se consideraron como zonas

exentas de vida.

Los procariotas son los organismos extremdfilos por excelencia aunque también
se incluyen como extremos a algunas especies de protozoos, algas y hongos.
Cuando las condiciones de los entornos extremos se vuelven mas exigentes los

microorganismos dominantes son los procariotas (Horikoshi, 1998).
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Desde un punto de vista antropocéntrico las condiciones extremdfilas se definen
generalmente como: temperaturas inferiores a 10° C (psicroéfilos) y superiores a
40° C (termdfilos); pH inferior a 5.0 (acidéfilos) y superior a 8.0 (alcaléfilos);
presién superior a 1 atmosferas (piezoéfilos); concentracion de sal superior a 30 g/
L (haléfilos) y baja disponibilidad de agua (condiciones de sequedad): actividad
de agua inferior a 0.9 (xeréfilos), entre otras. Cualquier microorganismo que
requiera algunas de esas condiciones para vivir y crecer se considera extremofilo
(Vorgias y Antranikian, 2004). Cuando un microorganismo necesita mas de una

condicién extrema se denomina poliextremdfilo (Canganella y Wiegel, 2010).

Los microorganismos extremofilos tienen una gran importancia por su alto
potencial biotecnolégico ya que atraen gran interés por sus posibles aplicaciones.
Por ejemplo, proporcionan una variedad de biomoléculas como enzimas y
compuestos que son unicos en la naturaleza (Vorgias y Antranikian, 2004) y
presentan elevada estabilidad y durabilidad, aspectos de gran trascendencia en la

industria biotecnolégica (Vieille and Zeikus, 2001).

1.2 Termofilos

Los organismos termofilos son aquellos que crecen en condiciones de alta
temperatura. La primera bacteria térméfila descrita se atribuye a Miquel en 1878 y
se trataba de un bacilo aislado del rio Sena (Miquel, 1888), aunque en 1866
Brewer describié Chlamydobacterias terméfilas en geiseres de California (Brewer,
1866).

Los eucariotas pluricelulares generalmente no sobreviven a temperaturas
superiores de 60°C (Tansey and Brock, 1972). La ameba Echinamaeba thermarun
es de los pocos eucariotas que crecen de manera 6ptima en fuentes termales a

50° C (Baumgartner et al., 2003). A finales del siglo XIX y principios del siglo XX
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se publicaron numerosos trabajos donde se describieron que las formas mas
habituales de terméfilos son los bacilos y tienen una naturaleza ubicua debido a la
gran variedad de habitats en los que han sido aislados (Morrison y Tanner, 1922).
Se propuso el término termotolerante, para bacterias que crecian tanto a altas
como a bajas temperaturas, reservando el término terméfilos para bacterias que

crecen exclusivamente a temperaturas altas (Schillinger, 1898).

En la actualidad los microorganismos se suelen clasificar segun su temperatura
optima de crecimiento en psicrofilos (temperatura 6ptima < 20° C), mesofilos
(temperatura optima entre 20 y 45° C), terméfilos (temperatura optima entre 45 y
60°), termdfilos extremos (temperatura 6ptima entre 60 y 80° C) e hipertermdfilos

(temperatura 6ptima = 80° C) (Figura 1.3)

thermophiles

hyperthermophiles

psychrophiles

Tasa de crecimiento

[ I [ [ I I I [ I I I I
~10 0 10 20: 30: 400 50 6 YO 8O 90 100 110

Temperatura (°C)

Figura 1.3. Clasificacion de los microorganismos segun su rango de temperatura
de crecimiento.
(https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/temperature-and-

microbial-growth/).
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El descubrimiento en 1969 de la bacteria Thermus aquaticus en el Parque
Nacional de Yellowstone (Brock y Freeze, 1969) generé un gran interés en el
estudio de los microorganismos termofilos y especialmente en el campo de la
biotecnologia debido al interés que despertd6 como fuente de enzimas
termoestables, produccion de exopolisacaridos, bacteriocinas etc. La ADN
polimerasa de Thermus aquaticus (taq) es un componente esencial en biologia
molecular e hizo posible el desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) que tan de moda esta hoy en dia con el diagnostico de coronavirus. Debido
al gran potencial de los microorganismos termdfilos y sus enzimas en procesos
industriales, en las ultimas décadas ha habido gran interés por la busqueda de

nuevos microorganismos termofilos.

Existen diversos habitats en el que los microorganismos termdfilos pueden
desarrollarse (Mehta y Satyanarayana, 2013), algunos son naturales como las
zonas volcanicas con actividad geotérmica, tanto superficiales (fumarolas,
solfataras, fuentes termales y geyseres) como subterraneas (reservas de petréleo,
lagos y acuiferos, marinas y profundidades abisales) y suelos, sedimentos y
cualquier superficie (hojas) calentada por la radiacion solar. Otros ambientes se
forman de forma natural aunque son aprovechados por el hombre como es el
caso de las pilas de compost, y otros ambientes que son, o pueden ser,
generados como consecuencia directa de la actividad humana y su industria. Es
el caso de plantas de tratamiento de desechos en el rango termdfilo, sistemas de
calentamiento de agua, produccion de productos quimicos, procesos y efluentes
térmicos de plantas de energia, procesos de limpieza y calentamiento en
reactores y conductos de plantas de producciéon de alimentos y medicamentos

entre otros entornos.
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Los habitats con temperaturas altas pueden presentar esas elevadas
temperaturas de forma prolongada en el tiempo (fuentes termales, reservas de
petréleo, etc) o variable, registrandose altas temperaturas en momentos puntuales
de forma ocasional o periddica (superficies calentadas por la radiacion solar,

diversos procesos industriales que requieren calentamientos periddicos, etc.).

El suelo es uno de los habitats con mayor diversidad microbiana, probablemente,
debido a la variabilidad ambiental y a la gran heterogeneidad en su estructura. El
clima influye directamente en el suelo, principalmente en su superficie (primeros
10 cm), a través de los cambios estacionales y los ciclos diarios. Dependiendo de
la zona geografica (latitud y altitud) estos cambios pueden ser mas o menos

extremos sobre la superficie del suelo (Santana y Gonzalez, 2015).

Mas del 55 % de las tierras emergidas de nuestro planeta se encuentran a
latitudes menores de 40° N y 40° S. En esta zona se registran temperaturas
elevadas de forma periddica y frecuente a lo largo del afo (Gonzalez et al., 2014)
debido a que la incidencia de la radiacidon solar es mas intensa. En nuestro grupo
de investigacion hemos comprobado (Portillo et al., 2012) que a temperaturas
ambientales de incluso menos de 30° C la superficie de suelos y sedimentos con
escasa cobertura vegetal puede alcanzar temperaturas superiores de 45° C. Esta
temperatura es adecuada para el desarrollo de microorganismos termofilos como
es el caso de los representantes del género Geobacillus y otros géneros
relacionados filogenéticamente (Gonzalez et al., 2014).

Un ejemplo es la Peninsula Ibérica donde existen suelos (por ejemplo, Sevilla a
37° N) expuestos aproximadamente un tercio del afio a temperaturas ambientales
superiores a los 30° C. En otros suelos en latitudes superiores a 40° N (ejemplo,
Galicia, provincia de Lugo 42° N) esa frecuencia de altas temperaturas es muy

inferior y solo representan el 1,5% de los dias del afo (Figura 1.4)
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Figura 1.4. Porcentajes de dias en los ultimos 10 afios en los que las
temperaturas ambientales superan los 30° C para Sevilla y Galicia (provincia de

Lugo).

Se ha considerado que eventos de altas temperaturas en la superficie de los
suelos y sedimentos inhiben a numerosos microorganismos, induciendo la parada
de la gran mayoria de procesos bioldgicos (Townsend et al., 1992). La presencia
de microorganismos termofilos en suelos y sedimentos se conoce desde
principios del siglo XX (Morrison y Tanner, 1922), pero en los ultimos afios gracias
al desarrollo de nuevas técnicas de secuenciacidn masiva y al desarrollo de
métodos de cultivo, estas bacterias han sido detectadas en todos los suelos
estudiados (Marchant et al., 2002; Portillo et al., 2012; Santana et al., 2013;
Zeigler, 2014). Los suelos son ambientes generalmente considerados moderados
por su temperatura pero en la actualidad sabemos que las capas superiores de

los suelos ofrecen condiciones periddicas adecuadas para el desarrollo de estos
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termdfilos (Santana y Gonzalez, 2015). Sin embargo, aun se desconoce como
estas bacterias termdfilas, ubicuas en suelos, persisten en este entorno natural.

El género bacteriano mas representativo de estas bacterias terméfilas del suelo
es Geobacillus aunque se sabe que existen otros géneros, préximos
filogenéticamente, que también viven en condiciones similares. Recientemente se
ha citado que su contribucidn a los ciclos de carbono, nitrégeno y foésforo es
significativa en periodos de temperaturas altas (Portillo et al., 2012), incluso se
han propuesto como agentes biofertilizantes naturales (Gonzalez y Portillo, 2010

a,b,c; Santana et al. 2013) y solubilizadores de fosfatos (Gonzalez et al., 2016).

En la actualidad, debido a que nos encontramos inmersos en un marco de cambio
climatico, donde eventos de altas temperaturas seran cada vez mas frecuentes,
unido a que los suelos son el mayor reservorio de materia organica (Jones et al.,
2005; Davidson y Janssens, 2006), cabe esperar que los microorganismos
extremdfilos, y particularmente los termdfilos, tengan una creciente relevancia en
los ciclos biogeoquimicos naturales y en el balance de carbono suelo-atmdsfera

(Davidson y Janssens, 2006; Conan et al., 2011).

1.3 Geobacillus y microorganismos afines

Donk (1920) aislé por primera vez una bacteria formadora de esporas capaz de
crecer a 65° C a partir de una muestra de maiz en conserva deteriorada. Esta
bacteria fue clasificada como una nueva especie denominada Bacillus
stearothermophilus. Con el paso del tiempo, esta especie se convirtié en un “cajén
de sastre” donde se incluyeron muchas cepas aerdébicas, termdfilas y formadoras
de esporas.

En 1991, Ash vy colaboradores, (1991) analizaron comparativamente las

secuencias de genes ARNr 16s de 51 cepas de Bacillus termdfilos y propusieron
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un reordenamiento del género, agrupando a estas cepas en una linea evolutiva
divergente (grupo 5) distinta de otras especies del género Bacillus.

En 2001, Nazina y col. (2001) propusieron que el llamado grupo 5 deberia
incluirse en un nuevo género que fue denominado Geobacillus y estaba
inicialmente compuesto por ocho especies. Aliyu y colaboradores (2016)
basandose en la comparacion de secuencias del gen recN y de los genomas de
63 cepas originalmente asignadas al género Geobacillus sugirieron que el género

deberia dividirse en dos géneros distintos:

- Género Geobacillus: Formado por once especies. Especie tipo
Geobacillus stearothermophilus.
- Género Parageobacillus: Formado por cinco especies. Especie tipo

Parageobacillus thermoglucosidasius.

En la actualidad esta nueva clasificacion esta pendiente de ser definitivamente
aprobada por el comité taxondbmico de microorganismos procariotas pero esta
diferenciacion se utilizara en este trabajo con la prevision de que estos géneros

queden adecuadamente clasificados de forma definitiva.

La palabra Geobacillus se divide en dos términos, la raiz Geo (geos) procedente
del Griego que significa “Tierra” y Bacilo en latin Bacillus cuyo significado es
“baston”. El significado amplio de la palabra Geobacillus es “bacteria de la tierra”.
El prefijo Griego Para significa “proximo, junto a”, el significado de

Parageobacillus es, “cercano a Geobacillus”.
Basandonos en la descripcion realizada por Nazina y colaboradores (2001) las

células vegetativas de estos géneros son bastones que se pueden encontrar

solos o formando cadenas cortas. Pueden ser inmoviles o tener flagelos peritricos.
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La tincion Gram puede variar entre positiva y negativa aunque su pared celular
tiene una estructura tipica de Gram-positiva. Tienen la capacidad de formar una
endospora cilindrica o elipsoidal ubicada terminal o subterminalmente. Son
aerobios o anaerobios facultativos y, generalmente, el oxigeno es el aceptor final
de electrones aunque en algunas especies puede ser sustituido por el nitrato.
Todas las especies han sido catalogadas como quimiorganotrofos termdfilos
obligados. El rango de temperatura de crecimiento en cultivos se encuentra entre
37 y 80°C con 6ptimos entre 50 y 60° C. Son neutroéfilos con un pH éptimo de 6.2
a 7.5 y pueden crecer en un rango de pH entre 5.0 y 9.0. En cuanto a los
requerimientos nutricionales de las especies analizadas no son exigentes, las
cepas crecen en medios ricos con substratos complejos (por ejemplo, extracto de
levadura y peptona) y en general no requieren factores de crecimiento
adicionales. La mayoria de las cepas producen catalasas y son sensibles a

lisozyma.

Estos géneros han sido estudiados ampliamente debido a su interés industrial y
ambiental: produccion de enzimas termoestables (Uma y Satyanarayana, 2003),
exopolisacaridos (Wang et al., 2021) y bacteriocinas (Vaifikauskaite et al., 2019);
metabolizacién de herbicidas (McMullan et al., 2004) y compuestos halogenados
(Moxley et al., 2019), se han propuesto como fertilizantes naturales (Gonzalez y
Portillo, 2010 a,b,c; Santana et al. 2013), y se han citado por ser capaces de
inactivar el sistema quorum sensing (Seo et al.,, 2011) de algunas bacterias.
También han tenido gran relevancia en las industrias de alimentos enlatados y en
la industria lactea, ya que son los responsables del deterioro agrio de alimentos
enlatados y productos como la leche evaporada o preparaciones de leche para
bebés, generalmente por contaminacion de los procesos de esterilizacién o

higienizacion en los conductos industriales.
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Una de las caracteristicas mas controvertidas de los géneros Geobacillus y
Parageobacillus es su ubicuidad. Se han aislado especies en los siete continentes
y en muy distintos ambientes (figura 1.5). Los cientificos han podido aislar o
detectar especies de estos géneros de muestras de una gran variedad de
origenes naturales y generados por el hombre (Tabla suplementaria 1.1). Se han
identificado tanto en ambientes calientes (aguas termales, suelos geotérmicos,
compost, yacimientos de petroleo, minas, chimeneas hidrotermales, superficies
calentadas por el sol, calentadores de agua, planta de desechos urbanos etc.)
como en ambientes frios o templados (aire, suelos de latitudes y altitudes altas,
sedimentos marinos y de rios, alimentos, algas, plantas, industria alimentaria,

etc.).
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Figura 1.5. Ubicacién geografica y fuentes de aislamientos de especies de los

géneros Geobacillus y Parageobacillus.
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Se postula que esta distribucion mundial se debe a la combinacién de distintas
caracteristicas que presentan estos géneros: transporte atmosférico global
(Marchant et al., 2008; Gaultier et al., 2018; Els et al., 2019; DelLeon-Rodriguez et
al., 2013), altas tasas de crecimiento en condiciones termafilas (Pavlostathis et al.,
2006) y mecanismos de resistencia (esporas) para sobrevivir durante largos

periodos de tiempo (Zeigler, 2014).

Estas caracteristicas han llevado a sugerir (Zeigler, 2014) que la presencia de
estos géneros en diversos ecosistemas es consecuencia de haber sido
transportados por agentes meteorolégicos (e.g., viento) pero que derivan de
zonas con actividad geotérmica y que no es probable que presenten actividad o
contribuyan significativamente a procesos biogeoquimicos en otras localizaciones.
Esta afirmacion es insostenible con investigaciones mas recientes por que
bacterias del género Geobacillus y otros géneros afines son frecuentemente
detectados en forma vegetativa en todos los suelos estudiados (Marchant et al.,
2002; Portillo et al., 2012; Santana y Gonzalez, 2015; Santana et al., 2013),
incluso en algunos de latitudes altas en ambientes frios (Wong et al., 2015).
Ademas, se ha observado la incapacidad de esporular facilmente ante una gran
variedad de condiciones como baja temperatura o escasez de nutrientes en la
mayoria de las cepas aisladas de suelos (Marchant et al., 2002). Ello pone en
evidencia que las bacterias termdfilas de suelos (representadas por Geobacillus,
Parageobacillus y géneros afines de Bacillales termofilos) son especies
endémicas capaces de vivir y persistir durante largos periodos de tiempo sin
necesidad de formar esporas (Marchant et al., 2008). Por tanto, estas bacterias
podria ser capaces de mantener su viabilidad en condiciones muy alejadas de sus
conocidas optimas de crecimiento en condiciones de laboratorio. Este aspecto
necesita ser demostrado para ser capaz de evaluar su capacidad de desarrollo y

persistencia en ambientes naturales como, por ejemplo, suelos.
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Comprender como sobreviven los microorganismos en condiciones muy
diferentes de las condiciones consideradas éptimas (segun cultivos de laboratorio)
es un area de la Microbiologia que requiere especial atencion y experimentacion.
El modelo de estudio que se sugiere en este trabajo es una bacteria termdfila
comunmente encontrada en ambientes considerados templados. La presencia y
desarrollo de microorganismos extremofilos en ambientes moderados es una
pregunta similar a estudiar como sobreviven los microorganismos, llamémosles
comunes (de ambientes moderados o mesdfilos) a situaciones extremas como,
por ejemplo, temperaturas elevadas durante el verano o muy frias durante el
invierno, eventos extremos de desecacion por escasez de agua, etc. El estudio
propuesto contribuira a analizar estrategias de respuesta de los microorganismos
a condiciones diferentes de las condiciones consideradas Optimas para su

desarrollo.

1.4. Objetivos

El papel de los microorganismos mas alld de lo que consideramos como
condiciones Optimas para su crecimiento (determinadas por experimentos de
laboratorio con cultivos) es tema de gran interés en microbiologia ambiental y
basico para comprender la dinamica de la comunidades microbianas y el papel y
relevancia de los microorganismos en los ambientes naturales, tanto a nivel local

(ecosistema) como global (cambio climatico).

La hipétesis de partida de esta tesis es que los microorganismos son capaces
de desarrollar un metabolismo significativo e incluso crecer en condiciones muy
diferentes de las que consideramos que son sus condiciones Optimas de

crecimiento.
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Para abordar esta idea se utilizara un microorganismo termdfilo aislado de suelos
del Parque Nacional de DofRana (Huelva, Espana), Parageobacillus
thermoglucosidasius cepa 23.6 (CECT 9776).

Con objeto de alcanzar ese objetivo general se han planteado los siguientes

objetivos concretos:

1- Desarrollo de un sistema de cultivo apropiado para el analisis de tasas de
crecimiento muy reducidas, cercanas a crecimiento cero. Hito necesario para los

siguientes objetivos concretos.

2- Secuenciaciéon y anadlisis del genoma de la cepa Parageobacillus
thermoglucosidasius 23.6. Hito necesario para los analisis transcriptomicos de los
siguientes objetivos concretos y para comprender la capacidad gendémica de esta

cepa.

3- Evaluar el comportamiento de la cepa estudiada bajo un amplio rango de tasas
de crecimiento por analisis transcriptomico de su expresion génica. La limitacion
de nutrientes es el factor utilizado para limitar su crecimiento. Permitira alcanzar el
hito de comprender la estrategia de persistencia de esta cepa en condiciones

adversas, por ejemplo, por limitacidén nutricional.

4- Evaluar el comportamiento de la cepa estudiada, en base a analisis
transcriptémico de expresion génica, durante ciclos de temperatura al fluctuar de
una temperatura elevada (6ptima, 60° C) a una baja (20° C) simulando un ciclo de
temperatura observado en las capas superiores de suelos (ejemplo, en Sevilla).
Estos datos permitiran alcanzar el hito de comprender la estrategia de
persistencia de la cepa estudiada frente a cambios de temperatura en condiciones

observadas en suelos naturales a lo largo de ciclos diarios de la temperatura.
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Cada uno de estos objetivos concretos ha quedado reflejado en un capitulo de

este trabajo.
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1.6. Anexo

Tabla suplementaria 1.1. Diversidad ambiental de aislamientos de cepas del género Geobacillus y Parageobacillus

Especie Habitat Referencia
Geobacillus thermoleovorans Suelo volcan Stromboli
G. toebii Compost Poli et al., 2009

G. thermoleovorans

Geobacillus sp. C170
Geobacillus spp.
Geobacillus sp. DUSELR13
Geobacillus thermodenitrificans ArzA-6
Geobacillus toebii ArzA-8
Geobacillus spp.
Geobacillus spp.
Geobacillus yumthangensis
Geobacillus spp.
Geobacillus spp. K1C
Geobacillus galactosidasius BS61
Geobacillus spp.
Geobacillus stearothermophilus ATCC 12980
Geobacillus icigianus
Geobacillus spp.
Geobacillus spp.
Geobacillus
thermoglucosidasius C56-YS93

Fuente termal

Manantial de aguas termales en Akhourik, Armenia
Manantial de aguas termales en la selva amazonica del Peru

Mina de Oro Homestake, Dakota del sur

Sedimentos de un Manantial de agua termales, Armenia

Aguas termales de Sikkim, India

Suelo de aguas termales de Tapovan, India
Aguas termales de Manikarna, India
Aguas termales de Rize/Ayder, Turquia
Aguas termales, Turquia
Aguas termales de Savusavu, Fiji
Aguas termales de Surajkund, India
Aguas termales, Tunez
Aguas termales de Buranga, Uganda

Aguas termales de Yellowstone, Estados Unidos

Shahinyan et al., 2017
Cortez et al., 2016
Bibra et al., 2018

Panosyan et al., 2018

Panosyan et al., 2020
Najar et al., 2018
Najar et al., 2020

Rawat y Joshi 2019
Sudan et al., 2018
Sari et al., 2018
Adiguzel et al., 2009
Narayan et al., 2008
Soy et al., 2019
Thebti et al., 2016
Hawunba et al., 2002

Brumm et al., 2015
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Especie Habitat Referencia
Geobacillus spp. Aguas termales, Argelia Benammar et al., 2020
Geobacillus sp. T6 Aguas termales en Salta, Argentina Ortiz et al., 2015
Geobacillus spp. Aguas termales de Gonen and Hisaralan, Turquia Caglayan y Bilgin, 2011

Geobacillus sp. ZGt-1

Geobacillus icigianus Strain G1w1

Geobacillus spp.
Geobacillus spp.

Geobacillus thermopakistaniensis MAS1.
Geobacillus kaustophilus

Geobacillus spp.
Geobacillus spp.
Geobacillus spp.
Geobacillus spp.
Geobacillus spp.
Geobacillus spp.
Geobacillus spp.
Geobacillus spp.

Geobacillus sp. 1Z2AMOR1
Geobacillus stearothermophilus

Geobacillus spp.
Geobacillus sp. E263

Geobacillus spp.
Geobacillus toebii
Geobacillus sp. MT-1

Geobacillus sp. EPT3
Geobacillus sp. EPT9

Aguas termales de Zara, Jordania
Lodos de aguas termales en Kamchatka, Rusia
Aguas termales
Biomasa vegetal en Aguas termales de Sungai Klah, Malasia
Aguas termales, Pakistan
Sedimentos de aguas termales, Arabia Saudi
Aguas termales en Himalaya, India
Aguas termales
Aguas termales en Xiamen, China
Chimeneas hidrotermales en Islas Eolias, Italia
Sedimentos de las Fosas Marianas
Chimeneas hidrotermales, Papua Nueva Guinea
Chimeneas hidrotermales en el Océano Pacifico
Sedimentos de Aguas termales de el Tatio y Liquifie, Chile
Sedimentos de Chimeneas hidrotermales en Jan Mayen, Océano Artico
Lodos hidrotermales del volcan Campi Flegrei, Italia
Lodos y agua de chimeneas hidrotermales, Turquia
Chimeneas hidrotermales en el Océano Pacifico.
Chimeneas hidrotermales del volcan Capelinhos, Islas Azores

Aguas termales, Bulgaria
Chimeneas hidrotermales en el Océano Pacifico.

Sedimentos de Chimeneas hidrotermales en el Océano Pacifico

Alkhalili et al., 2015
Bryanskaya et al., 2014
Rekadwad y Khobragade, 2016
Lee et al., 2018
Siddiqui et al., 2014
Yasir et al., 2019
Sahay et al., 2017
Siristova et al., 2009
Zhao et al., 2017
Maugeri et al., 2002
Takami et al., 1997
Kimura et al., 2003
Wang y Zhang, 2010
Jorquera et al., 2018
Wissuwa et al., 2016
Puopolo et al., 2020
Yavuz et al., 2004
Xu et al., 2017
Pillot et al., 2020

Radchenkova et al., 2013
Wu et al., 2006

Zhu et al., 2014
Zhu et al., 2015
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Habitat

Referencia

Geobacillus subterraneus KCTC 3922T
Geobacillus jurassicus
Geobacillus sp. SH-1,

Geobacillus spp.
Geobacillus lituanicus
Geobacillus sp. FW23

Geobacillus spp.

Geobacillus subterraneus
Geobacillus uzenensis
Geobacillus subterraneus K
Geobacillus thermoglucosidasius W-2
Geobacillus sp. 1017

Geobacillus spp.
Geobacillus sp. ZY-10

Geobacillus thermodenitrificans NG80-2

Geobacillus zalihae
Geobacillus thermodenitrificans OS27

Yacimiento petrolifero de Liaohe, China
Yacimiento petrolifero de Dagang, China
Yacimiento petrolifero
Yacimiento petrolifero en Sfax, Tunez
Yacimiento petrolifero, Lituania
Yacimiento petrolifero de Mehsana, India
Yacimiento petrolifero en la cuenca del rio Cauvery, India

Agua de yacimientos petroliferos en Rusia, Kazajistan y China

Yacimiento petrolifero en Kazajistan
Yacimiento petrolifero en China

Agua de yacimiento petrolifero de Dagang, China
Yacimiento petrolifero
Yacimiento petrolifero

Yacimiento petrolifero de Dagang, China
Efluentes de Industria de aceite de palma, Malasia
Algas marinas

Lee et al., 2017
Nazina et al., 2005
Zhang et al., 2012

Chamkha et al., 2008
Kuisiene et al., 2004
Pore et al., 2014
Elumalai et al., 2019

Nazina et al., 2001

Poltaraus et al., 2016
Zhu et al., 2016
Kadnikov et al., 2016
Tourova et al., 2016
Sun et al., 2015
Wang et al., 2006
Abd et al., 2007
Fujii et al., 2018

Geobacillus spp. Salas blancas La Duc et al., 2007
Geobacillus thermoleovorans SGAir0734 Aire de Singapur Gaultier et al., 2018
Geobacillus spp. Aire de los Alpes (3106 m), Austria Els et al., 2019
Geobacillus spp. Aerosol de industrias de compostaje Le Goff et al., 2010
Geobacillus spp. Troposfera DelLeon-Rodriguez et al., 2013
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Especie Habitat Referencia
Geobacillus sp. strain WSUCF1 Mina Govil et al., 2019
Geobacillus galactosidasius Compost, Italia Poli et al., 2011
Geobacillus spp. Compost Sarkar et al., 2010
Geobacillus spp. Compost Rastogi et al., 2010

Geobacillus toebii
Geobacillus thermodenitrificans T12
Geobacillus kaustophilus
Geobacillus spp.
Geobacillus spp.
Geobacillus sp. WCH70
Geobacillus sp. WSUCF1
Geobacillus toebii
Geobacillus sp. SG-01
Geobacillus thermoglucosidasius
Geobacillus thermodenitrificans Y7
Geobacillus thermoglucosidasius
Geobacillus spp.
Geobacillus spp.
Geobacillus sp. JS12
Geobacillus stearothermophilus B5
Geobacillus sp. 70PC53
Geobacillus sp. S-07

Compost de Pomigliano, Italia
Compost, Holanda
Compost
Compost de estiercol
Compost
Compost de madera
Suelo de una instalacion de Compostaje
Compost de heno, Korea
Compost de estiércol de cerdo y madera
Compost del zoo de Sao Paulo
Compost de estiércol de pollo
Compost de desechos urbanos
Compost
Compost de desechos urbanos, Haiti
Compost en Namhae, Korea
Compost
Compost de estiércol de cerdo y arroz
Compost

Poli et al., 2006
Daas et al., 2018
Marks y Hamilton 2014
Charbonneau et al., 2012
Daas et al., 2016
Brumm et al., 2016
Wang et al., 2019
Sung et al., 2002
Yang et al 2013
Lemos et al., 2017
Ma et al., 2020
Fong et al., 2006
Zhao et al., 2014
Piceno et al., 2017
Jeon et al., 2016
Wang et al., 2020
Ng et al., 2009
Pan et al., 2017
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Especie Habitat Referencia
Geobacillus spp. Compost Wang et al., 2007
Geobacillus stearothermophilus Industria alimentaria, Alimentos enlatados. André et al., 2017
Geobacillus spp. Industria alimentaria, leche en polvo Sadiq et al., 2017
Geobacillus spp. Industria alimentaria, leche en polvo Cho y Rhee 2019

Geobacillus thermoglucosidans TNO-09.023
Geobacillus stearothermophilus TNO-09.027
Geobacillus stearothermophilus DSM 458,
Geobacillus thermodenitrificans DSM 101594
Geobacillus thermoglucosidasius PB94A
Geobacillus spp.

Geobacillus spp.

Geobacillus thermoleovorans YN
Geobacillus spp.

Geobacillus stearothermophilus
Geobacillus stearothermophilus
Geobacillus spp.

Geobacillus stearothermophilus
Geobacillus sp. LEMMYO01
Geobacillus stearothermophilus KIBGE-IB29.
Geobacillus stearothermophilus
Geobacillus sp. Strain GHHO1
Geobacillus spp.

Industria alimentaria, fabrica de leche

Industria alimentaria, fabrica de remolacha
Suelo de compost, Lituania
Industria textil
Suelo de agricultura, Taiwan
Suelo
Suelo de desierto, Egipto
Suelo con contaminantes organicos
Suelo de desierto, Arabia Saudi
Suelo
Suelo de desierto, Kuwaiti
Suelo de Islandia
Compost
Industria procesamiento de acero
Suelo

Suelo de jardin botanico de Hamburgo, Alemania

Suelo de yacimientos petroliferos

Caspers et al., 2016

Egan et al., 2017
Petkauskaite et al., 2017
Valladares Juarez et al., 2009
Das et al., 2014
Zeigler, 2005
Nadia et al., 2007
Muccee y Ejaz, 2020
Abu-Zinada et al., 1981
Kim et al., 1989
Al-Mailem et al., 2015
Fields y Chen Lee, 1974
De Souza et al., 2017
Bibi et al., 2014
Chakraborty et al., 2000
Wiegand et al., 2013
Kaunietis et al., 2016
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Referencia

Especie

Habitat

Geobacillus spp.
Geobacillus spp.

Geobacillus sp Sah69
Geobacillus stearothermophilus
Geobacillus stearothermophilus ET1
Geobacillus sp. E55-1
Geobacillus sp. LEMMJ02
Geobacillus spp.
Geobacillus stearothermophilus
Geobacillus thermocatenulatus
Geobacillus thermodenitrificans NG80-2
Geobacillus thermodenitrificans DSM465.
Geobacillus thermoleovorans ARTRW1,
Geobacillus thermoleovorans CCB_US3 _UF5
Geobacillus thermoleovorans N7
Geobacillus thermoleovorans RL
Geobacillus thermoleovorans B23.
Geobacillus subterraneus
Geobacillus thermocatenulatus GS-1
Parageobacillus thermoglucosidasius
Geobacillus spp.
Geobacillus spp.

Suelo de bosque de pino, Espafia
Suelo de campos de olivos, Portugal
Suelo de Sahara, Argelia
Sedimentos marinos
Suelo, Korea

Sedimentos de la mina Geyser, Estados Unidos

Sedimento de la Isla Deception, Antartida
Suelo de Yellowstone, Estados Unidos

Industria alimentaria, fabrica de productos lacteos

Suelo
Yacimiento petrolifero, China
Yacimiento petrolifero, China
Aguas termales, Turquia
Aguas termales, Malasia
Aguas termales de Paniphala, India
Aguas termales de Manikaran, India
Yacimiento petrolifero, Japon
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Respuesta fisiologica de Parageobacillus
thermoglucosidasius 23.6 a tasas de

crecimiento cercanas a cero
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2.1 Resumen

En la naturaleza, las tasas de crecimiento de los microorganismos son
frecuentemente muy bajas debido a la escasez y competencia por los nutrientes.
Para comprender la vida de los microorganismos, y especificamente de los
termofilos, en ambientes naturales es importante estudiar su respuesta a tasas de
crecimiento cercanas a cero. Para ello, se cultivdo Parageobacillus
thermoglucosidasius 23.6 en un quimiostato modificado (retentostato) con el fin de
obtener tasas de crecimiento muy bajas. Durante el cultivo experimental se
analizaron la acumulacion de biomasa, numero de células, viabilidad vy
biovolumen. Durante el cultivo con retentostato, la tasa de crecimiento especifica
disminuy6 hasta 0,0002 h™ correspondiéndose con un tiempo de duplicacion de
141 dias. Las células se mantenian activas en el sistema de cultivo. Medidas del
biovolumen celular mostraron que el nimero de células pequefias (< 3 um®)
aumento al disminuir la tasa de crecimiento. Las células en division presentaban
una morfologia filamentosa. Ello sugiere que la citocinesis se ve afectada en

condiciones de crecimiento minimo.
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2.2 Introduccion

Las bacterias, al igual que otras formas de vida, son sistemas bioquimicos que
convierten los sustratos del medio ambiente en estructuras celulares y productos.
Las reacciones quimicas que ocurren en el interior celular constituyen una red
metabdlica compleja y se pueden clasificar como anabdlicas o catabdlicas
(Alberts et al., 2002). Las reacciones anabdlicas o biosintéticas son las
encargadas de formar las biomoléculas que la célula necesita a partir de sus
precursores 0 moléculas mas sencillas (requieren energia), por ejemplo, sintesis
de aminoacidos a partir de azucares y amonio. Las reacciones catabdlicas o de
degradacion transforman los sustratos en moléculas mas pequefias, conservando
la energia que se libera, por ejemplo, en forma de trifosfato de adenosina (ATP).
De esta forma la célula obtiene energia para su funcionamiento. Los
intermediarios de las reacciones catabodlicas estan entrelazados con las

reacciones de biosintesis (Alberts et al., 2002).

En la naturaleza, el crecimiento de los microorganismos esta determinado por la
concentracion de nutrientes asimilables y factores ambientales y fisicoquimicos
(temperatura, pH, salinidad etc.). La disponibilidad de los nutrientes depende del
ambiente y es variable en el tiempo (Koch, 1997; Demoling et al., 2007). Russel y
Cook ilustraban que si el crecimiento bacteriano no estuviese limitado por la
disponibilidad de sustratos esenciales y condiciones ambientales, una bacteria
con un volumen celular de 1um?® y un tiempo de duplicacion de 20 minutos, seria
capaz de multiplicarse dando lugar a una biomasa final que superaria al volumen
de la Tierra en 48 horas (Russel y Cook, 1995).

Las condiciones optimas de crecimiento para un microorganismo representan un

concepto antropologico refutado por el estudio de los microorganismos en
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condiciones controladas en el laboratorio. Gracias a estos estudios se han logrado
grandes hitos cientificos y un gran desarrollo biotecnolégico. Sin embargo,
entender como viven o0 se desarrollan los microorganismos en la naturaleza es

una tarea pendiente en el area de la microbiologia ambiental.

El concepto actual sobre el crecimiento bacteriano en la naturaleza se basa en la
alternancia de condiciones 6ptimas de crecimiento con periodos de escasez de
nutrientes o condiciones desfavorables (Zambrano et al., 1993; Morita 1997). Los
entornos naturales, como por ejemplo los suelos, son muy heterogéneos y
presentan una gran variabilidad lo que determina la frecuencia y duracidon de
condiciones favorables o desfavorables para el crecimiento bacteriano (Zambrano
et al., 1993; Morita 1997).

Comprender el comportamiento de los microorganismos cuando las condiciones
ambientales son diferentes de las que creemos adecuadas para esas especies no
es un tema sencillo (Wiegel 1990; Cuecas et al., 2014). Durante muchos afos se
ha establecido que las bacterias en condiciones adversas inician procesos de
supervivencia en los que su abundancia decrece progresivamente y las células
intentan resistir a través de procesos de transformacion u ahorro energético (Amy
y Morita, 1983). Algunas bacterias Gram-positivas pueden formar esporas como
estructuras de resistencia que germinaran cuando la condiciones vuelvan a ser
apropiadas. También se ha citado que las situaciones de estrés conducen a la
inhibicion de la division celular y a estados de progresiva dormancia pudiendo
alcanzar situaciones de pérdida de su viabilidad o estadios de inactividad que
pueden o no llegar a la muerte o lisis celular (Kjelleberg et al., 1987; Gonzalez et
al., 1992).
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Los microorganismos del suelo frecuentemente experimentan escasez de
nutrientes asimilables (Ferenci, 2001), siendo a menudo el carbono organico el
nutriente limitante para muchos de los microorganismos que habitan en el suelo
(Alden et al., 2001; Ekblad y Nordgren, 2002). Como consecuencia de limitaciones
nutricionales o condiciones ambientales, la tasa de crecimiento especifica (u) de
los microorganismos en la naturaleza es generalmente mucho menor a la tasa
maxima observada en cultivos de laboratorio (Koch, 1997; Ferenci, 2001). En
condiciones de escasez nutricional los microorganismos han desarrollado
diferentes estrategias para sobrevivir: inducciéon o inhibicion de quimiostasis y
motilidad; secrecion de enzimas hidroliticas extracelulares (proteasas,
glucosidasas, etc); formacién de biopeliculas; esporulacion o formas de
resistencia o dormancia, etc. (Msadek, 1999; Errington, 2003; Veening et al.,
2008).

El funcionamiento de los microorganismos requiere un gasto energético. Cuando
las condiciones ambientales son favorables, los microorganismos invierten los
abundantes nutrientes existentes en la obtencién de energia y produccion de
biomasa celular (produccion de nuevos constituyentes celulares, sintesis de
proteinas estructurales y enzimas, etc) que llevan al crecimiento y aumento del
numero de células. Sin embargo, cuando existe escasez de nutrientes la energia
obtenida ha de utilizarse preferentemente para procesos de mantenimiento celular
(reparacion de proteinas y ADN, mantenimiento del equilibrio osmético, etc.) (Pirt,
1965; Nystrom. 2004; van Bodegom, 2007). Si los microorganismos utilizan el
sustrato consumido exclusivamente en procesos catabdlicos, tendremos una tasa
de crecimiento cero, o dicho de otro modo, no se produce aumento de la biomasa

total del cultivo.

62



Capitulo 2

En teoria, el crecimiento cero es un estado en el que los microorganismos estan
metabodlicamente activos pero usan la energia que obtienen unicamente para
procesos de mantenimiento (Pirt, 1965). Las esporas se consideran formas de
resistencia y presentan escasa o nula actividad metabdlica por lo que no se

consideran un estadio fisioldgico de crecimiento activo.

Para comprender mejor el ciclo de vida de los microorganismos en la naturaleza
es de gran relevancia estudiar sus tasas de crecimiento reducidas y cercanas a
cero. Estas condiciones de actividad y persistencia a baja tasa de crecimiento
constituyen importantes huecos en nuestro conocimiento y comprension del
comportamiento y respuestas microbianas en la naturaleza. Con frecuencia, la
comunidad cientifica ha estudiado el crecimiento microbiano dividiéndolo en
cuatro fases principales: Fase lag, las células se adaptan a las nuevas
condiciones ambientales (no hay crecimiento celular); Fase exponencial, las
células se multiplican a su tasa maxima de crecimiento especifico; Fase
estacionaria, donde las células responden a la limitacién de recursos reduciendo
su tasa de crecimiento y generando formas de resistencia que les permita
sobrevivir posibles periodos de inactividad o situaciones adversas; Fase de
muerte celular lleva a un descenso de biomasa y reduccién del numero de
células. Esta es la secuencia tipica observable en un crecimiento microbiano en el
laboratorio en un matraz con medio de cultivo (cultivo discontinuo o “batch”)
(Figura 2.1)
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Figura 2.1. Fases de la curva de crecimiento de microorganismos en un cultivo

discontinuo o en “batch”.

El cultivo en “batch” es un sistema cerrado de sustrato y biomasa (van Verseveld,
et al., 1984) que normalmente se lleva a cabo en matraces o biorreactores donde
se controlan parametros como el pH, oxigeno disuelto y agitacion, previniendo asi

las fluctuaciones ambientales que ocurren durante el cultivo.

En este tipo de cultivos no se pueden controlar las tasas de crecimiento, la

transicion de la fase exponencial a la fase estacionaria o de crecimiento cero
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suele ser bastante rapida y las condiciones ambientales cambian a lo largo del
tiempo de incubacién del cultivo. Estas caracteristicas hacen practicamente
imposible estudiar la células a tasas de crecimiento bajas ya que es un sistema
disefiado para desarrollar un crecimiento 6ptimo y obtener un nivel elevado de

biomasa microbiana.

Un método de cultivo que permite el desarrollo de microorganismos en
condiciones ambientales controladas y a tasas de crecimiento especificas vy
controladas es el Quimiostato (Figura 2.2) (Novick y Szilard, 1950; Herbert, et al.,
1956) . Se trata de un sistema de crecimiento continuo, abierto para sustrato y
biomasa (van Verseveld, et al., 1984). El volumen del cultivo se mantiene
constante eliminando medio de cultivo utilizado y biomasa a la vez que se
introduce con el mismo flujo medio de cultivo fresco.

En este tipo de biorreactores (quimiostatos) la tasa de crecimiento especifica
viene determinada por la tasa de dilucion (D), que se define como el flujo de
entrada de medio dividido por el volumen total del cultivo. A escalas de laboratorio
(1-2 L), la tasa de diluciéon minima esta restringida a valores de 0.02 h™' (Boender
et al., 2009; Daran-Lapujade, et al., 2009; Overkamp et al., 2015). Cuando la tasa
de dilucion supera a la tasa de crecimiento del microorganismo a estudiar en las
condiciones evaluadas, la concentracion microbiana desciende drasticamente ya
que se produce un lavado progresivo del cultivo (Figura 2.2) debido a que entra

mas medio del que el cultivo puede utilizar.
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Figura 2.2. Relacion de la concentracién microbiana y el tiempo de generacion a

diferentes tasas de dilucion en un quimiostato

Para disminuir aun mas las tasas de crecimiento especificas, el quimiostato puede
ser equipado en la salida de los efluentes con un sistema de filtrado (filtracion
tangencial) que retenga las células y elimine unicamente el sobrenadante. A este
tipo de bioreactores se les conoce como retentostato (Herbert, 1961) (Figura 2.3).
El retentostato es un sistema en continuo, abierto para los sustratos y cerrado

para la biomasa (van Verseveld, et al., 1984).
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Figura 2.3 Esquema de un quimiostato y un retentostato (las células son retenidas

por un filtro tangencial eliminando solo el sobrenadante).

La tasa de dilucion en el retentostato es la misma que en el quimiostato, pero al ir
aumentando la biomasa en el bioreactor debido a la retencién celular, la cantidad
de sustrato disponible para cada célula disminuye progresivamente. Como
consecuencia la energia disponible para el crecimiento cada vez es mas limitante
hasta el punto de obtener con el tiempo tasas de crecimiento muy reducidas,
cercanas a cero (Figura 2.4) (Ercan et al., 2015; van Mastrigt, et al., 2018). Al final
del proceso, el sustrato es mayoritariamente catabolizado siendo destinado

principalmente a procesos de mantenimiento.
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Figura 2.4. Relacién de biomasa y tasa de crecimiento a lo largo del tiempo en un

quimiostato y en un retentostato.

Distintas evidencias parecen sugerir la posibilidad de que diversos tipos
bacterianos sean capaces de vivir en condiciones no 6ptimas (Keep et al., 2006;
Marchant et al., 2008). Un ejemplo de estos microorganismos son las bacterias
termofilas, principalmente del Phylum Firmicutes, que se han aislado de forma
vegetativa en todos los suelos estudiados (Marchant et al., 2002, 2008; Portillo et
al., 2012; Santana et al., 2013). Se ha sugerido que los representantes de estos
termofilos de suelos, por ejemplo Geobacillus, sobreviven en el suelo presentando
actividad muy reducida y un crecimiento muy bajo pero mantenido en el tiempo
(Marchant et al., 2002, 2008).
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Las caracteristicas que presentan géneros como Geobacillus y Parageobacillus
como: capacidad de formar esporas, motilidad celular (Nazina et al., 2001), una
gran diversidad metabdlica (Suzuki, 2018), actividad enzimatica extracelular
maxima a baja disponibilidad de agua (Gomez et al., 2021), elevada persistencia
de enzimas extracelulares en suelos (Gémez et al., 2020) y elevada transferencia
horizontal de genes (Esin et al., 2018), facilitan su supervivencia en una gran
variedad de condiciones ambientales y son probablemente un reflejo de la
variabilidad de sus habitats y la flexibilidad de su capacidad adaptativa a esos

ambientes.

Los estudios en retentostato de microorganismos a tasas de crecimiento
especifica reducidas o cercanas a cero, representan un area escasamente
explorada en el campo de la Microbiologia. Especialmente, estos estudios no han
sido llevados a cabo hasta la fecha con microorganismos termdéfilos y podria ser
de gran interés ya que muchos de estos microorganismos se encuentran en una
gran variedad de nichos (Suzuki, 2018) en los que el crecimiento cero es
probablemente un estado comun de persistencia y adaptacidon a esas condiciones

ambientales.

Aqui describimos el cultivo de la cepa Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6,
(aislada de suelos de Donana, CECT9776) en un retentostato con el objetivo de
investigar las respuestas fisiologicas a tasas de crecimiento especifico cercanas a

cero.

69



Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 a tasas de crecimiento cercanas a cero

2.3. Materiales y métodos.

El bioreactor utilizado ha sido disefiado por el grupo de investigacion para el
desarrollo de la tesis. Consta de un reactor cilindrico de vidrio (volumen maximo
de 2I) con camisa termostatica por la cual circula agua procedente de un bafo con
refrigeracion AP07R-20 (VWR, Atlanta, Georgia, USA), un refrigerador Davis, una
bomba de aire “Eheim 400” (Eheim, Deizisau, Alemania), un difusor de aire, cuatro
bombas peristaticas “Welco WPM2” (Welco, Tokio, Japon), una bomba de gran
caudal “Welco WP1200”, un medidor de pH autoclavable “BOQU pH5806/S8”
(Boqu, Shangai, China) y un filtro tangencial autoclavable con un tamafo de poro
de 0,2 ym “MiniKros Hollow fiber filter” (C02-P20U-05N PES/0.2 um; Repligen
Co., Rancho Dominguez, California, EE. UU).

La mezcla del cultivo en el interior de la cubeta se realizaba mediante agitacion
magnética ajustable y la aireacion del cultivo.

Las bombas peristalticas y el medidor de pH son controlados por un programa
disefiado a tal fin por el grupo de investigacion, escrito en C y utilizando el sistema

operativo linux Raspian instalado en un ordenador de placa simple Rapsberry Pi3.

2.3.1 Quimiostato

Antes de comenzar con el cultivo en el bioreactor, se prepararon precultivos
inoculando una unica colonia de una placa de agar nutritivo NB (composicion por
litro: 3 g de extracto de levadura, 5 g de peptona y 15 g de agar) en 20 ml de
medio de cultivo NB liquido (misma composicidon pero sin agar) y se incub6 a 60°
C durante toda la noche. A la mafiana siguiente se traspasaron 0,5 ml del cultivo
ya crecido a un matraz con 50 ml de NB y se incubdé a 60° C hasta alcanzar la

fase exponencial que se utilizd como in6culo de los biorreactores. Durante el
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cultivo en los biorreactores el pH se mantuvo a 7.0 mediante la adicion automatica

de acido clorhidrico 0,1 M.

Se realizaron cultivos de quimiostato con medio NB diluido 5 veces por duplicado
a una tasa de dilucién, D (definida como la relacion entre la tasa de alimentacion
del medio, 0,045 I/h, y el volumen de cultivo, 1,7 1) de 0,025 h™". Los bioreactores
se hicieron funcionar a 60° C en condiciones aerdbicas con un caudal de aire de 3
I.min™" y una velocidad de agitacion de 500 r.p.m.

La formacion de espuma en el bioreactor debido a la mezcla vigorosa y el
burbujeo con aire se evitd afiadiendo 1 ml del agente antiespumante (Xiameter
ACP-1500) cada 12 horas.

La configuracion experimental para el cultivo en retentostato de la cepa
Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 requirid una modificacion importante
con respecto a otros estudios a tasas de crecimiento cercano a cero (Ercan et al.,
2013; Overkamp et al., 2015). La alta temperatura (60° C) empleada para el
crecimiento de la cepa 23.6 provocaba una acentuada evaporacién del medio de
cultivo a lo largo del tiempo, haciendo que disminuyese el volumen del bioreactor.
Para evitar la pérdida de volumen y no alterar la tasa de dilucion, se instal6 en la
cabeza del bioreactor un refrigerador Davis por el cual circulaba agua a 20° C
haciendo que el vapor de agua generado se condensase y regresase al

bioreactor.
El estado estacionario en el quimiostato se defini6 como la condicion en la que los

parametros de cultivo (densidad optica a 600 nm) eran constantes durante al

menos 2 cambios del volumen de trabajo.
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2.3.2 Retentostato

Se iniciaron dos experimentos individuales de retentostato a partir de cultivos de
quimiostato a la tasa de dilucién de 0,025 h™'. Después de alcanzar la estabilidad
en el quimiostato, los biorreactores se cambiaron al modo retentostato, haciendo
pasar el cultivo a través del sistema de filtracion tangencial para retener la
biomasa y eliminar el sobrenadante. Para verificar el buen funcionamiento del
filtro se sembraron periédicamente 100 pl del cultivo filtrado (sin bacterias) en
placas de agar NB y se incubaron a 60° C durante toda la noche. Los cultivos en
retentostato se hicieron funcionar en las mismas condiciones (temperatura, pH,
caudal medio, oxigenacion, velocidad de agitacion, adicion antiespumante) que en

modo quimiostato.

La pureza del cultivo puede ser un problema con cultivos a largo plazo. Una de las
ventajas de trabajar con un microorganismo termodfilo es que permite reducir
posibles problemas de contaminacion cruzada. Las altas temperaturas (60° C) y el
flujo de aire ascendente caliente que se genera dificulta mucho la contaminacién

por otros microorganismos.

2.3.3. Medidas

Durante el cultivo de quimiostato y retentostato, se extrajeron muestras del
bioreactor para determinar diferentes parametros: concentraciones de biomasa
(peso seco de las células), densidad optica a 600 nm, unidades formadoras de
colonias (UFC), recuento al microscopio del numero total de células, biovolumen
celular y analisis al microscopio electronico de transmision.

El volumen extraido en cada muestreo fue el minimo (12 ml), con el fin de influir lo

menos posible en el volumen del bioreactor. Se tomaron un total de 10 muestras
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a lo largo del tiempo: TO = quimiostato, T1= 2 dias, T2= 4 dias, T3 = 7 dias, T4=
14 dias, T5= 21 dias, T6= 20 dias, T7= 35 dias, T8= 45 dias y T9= 52 dias.
También se cogieron muestras (1ml) durante la fase exponencial (Exp) y el

periodo de estabilizacién del quimiostato (T0.1; T0.2; T0.3).

El peso seco de las células se determindé por duplicado filtrando 5 ml de cultivo a
través de filtros de membrana de acetato de celulosa (0,22 um diametro de poro)
previamente pesados. Los filtros con las células recogidas fueron secados a 105°

C durante 24 h y tras alcanzar la temperatura ambiente pesados.

Para estimar la fraccion de células muertas en muestras de cultivo, se utilizé el
compuesto fluorescente, bis-(1,3-dibutylbarbituric acid) trimethine oxonol
(DIBAC4(3)) (maximo excitaciéon 490 nm y maximo emision 516 nm, verde), que
solo penetra en células con membranas dafiadas que son permeables (Beck y
Huber, 1997). Se afiadio 4 pl de DIBAC4(3) (25 uM disuelto en etanol) a 100 ul de
cultivo (concentracion final 1 uM) y se incub6 durante 5 minutos a temperatura
ambiente. La enumeracion de las fracciones de células vivas se realizé restando
las células marcadas con DIiBAC4(3) al total del numero de células en cada
tiempo. Para estos recuentos se utilizé un microscopio de epifluorescencia Zeiss
Axioskop 2 equipado con un casette de fluorescencia BP 450-490/FT150/LP515.

Adicionalmente, las unidades formadoras de colonias (UFC) se estimaron
mediante el método de siembra en microgotas. Se hicieron diluciones seriadas
(1/10) de la muestra en medio de cultivo liquido NB (entre 4 y 7 diluciones) y se
sembraron por triplicado 10 pl de las tres ultimas diluciones en placas de agar NB.

Se esperd a que la gota se secase y se incub6 a 60° C durante toda la noche.
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El recuento del numero total de células se llevo a cabo en un microoscopio optico
de contraste de fase Olympus BX40F-3 (aumentos totales 400x) utilizando un
hemocitometro para bacterias (EKDS, 0.02 mm profundidad, 1/400&1/16 mm?).
Las células se fijaron con formaldehido (concentracion final 2%). Se hicieron fotos
de todas las muestras a las bacterias comprendidas en las mismas 12 cuadriculas

y siguiendo el mismo patron de recuento.

Debido a la forma de bacilo de la cepa 23.6, el biovolumen celular se calculd
siguiendo la férmula Vol=(11/4)-A%(L - (1/3)-A) (Bratbak, 1985), donde A es la
anchura de la célula y L es la longitud. Las medidas celulares se llevaron a cabo
en el programa Image J (https://imaged.nih.gov/ij/) utilizando como referencia un

objetivo micrométrico de 0.01 mm (Nikon Co., Tokio, Japdn).

Para el analisis al microscopio electrénico de transmision (TEM, Zeiss Libra 120)
se fijaron las células con glutaraldehido pH 7.2 (concentracion final 2,5%) durante
una hora a temperatura ambiente y a 4° C durante toda la noche. Posteriormente,
se lavaron las células tres veces en tampon cacodilato 0.2 M pH 6.5 y se
conservaron en frio (4° C). El resto del proceso de preparacion de las muestras
fue llevada a cabo por el Servicio de Microscopia de la Universidad de Sevilla

(CITIUS) donde se realiz6 la observacion y su fotografiado.

2.3.4. Calculo de la tasa de crecimiento en un cultivo continuo

En un cultivo continuo (quimiostato) la tasa de crecimiento esta limitada por el
flujo de nutrientes en un volumen determinado, dicho con otras palabras, la tasa
de dilucion en el cultivo. La dilucidn en un cultivo continuo representa el aporte de
nutrientes en el tiempo. La tasa de crecimiento se iguala a la tasa de dilucién a lo

largo del tiempo porque los nutrientes aportados son directamente proporcionales
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al crecimiento que el cultivo puede experimentar en condiciones constantes
(Herbert et al., 1956).

La ecuacion 1 muestra el calculo de la tasa de dilucién en un quimiostato.

D=F/V (ecuacién 1)

donde D, es la tasa de dilucion (h™'); F, es el flujo de medio de cultivo fresco (I/h); y

V, el volumen de cultivo (I) en el bioreactor.

Comparacioén y calculo de la tasa de crecimiento y del tiempo de duplicacion.

b=Ln(2)/t ty=Ln(2)/

u, tasa de crecimiento (h™)
ty, tiempo de duplicacion o tiempo de generacion

Ln(2) = 0.693, es el logaritmo natural de 2.

La cinética de crecimiento de cultivos en continuo con retencion de células
(retentostato) se predice en base a una ecuacién de balance de masa para
biomasa (ecuacién 2) (van Verseveld et al., 1986). Esta ecuacién asume (i) una
retencion completa de las células en el retentostato y (ii) un volumen constante.
En base al filtro utilizado (0.2 ym diametro de poro) en el sistema de filtracion
tangencial para la retencion de las células en el retentostato y la determinacién
experimental de que no se pierde un numero significativo de células en el
desecho, la primera asuncién es correcta establecerla. El volumen se mantiene
constante a lo largo del experimento, lo que supone también correcto el segundo

punto.
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dC/dt =p Cx (ecuacion 2)

C,, concentracidon de biomasa (g/l)

t, tiempo de incubacion

dC,/dt, Variacién de la concentracién de biomasa con respecto al tiempo de
incubacion (o derivada de la biomasa a lo largo del tiempo)

u, tasa de crecimiento (h™")

A partir de la ecuacién 2, podemos expresar la variacion de la concentracién de
biomasa con respecto al tiempo a través de la ecuacion 3 en la que la variacion
de la biomasa sigue un modelo logaritmico de limitacion del crecimiento a lo largo
del tiempo de experimentacion en el retentostato. Este modelo logaritmico se
ajusta a la progresiva limitacion en la tasa de crecimiento de las células en el
retentostato a diferencia de las publicaciones previas en la que se proponia un
modelo exponencial de aumento de la biomasa (Boender et al., 2009; Ercan et al.,
2013; Overkamp et al., 2015). Esta correccidn es critica para poder calcular la

tasa de crecimiento en funcion del tiempo en el retentostato.
Ci=ALn(t)+B (ecuacién 3)
C,, indica la concentracién de biomasa (g/l)

t, tiempo de incubacion

Ay B son parametros que determinan la curva al representar Cy vs. t.

A partir de la ecuacion 2 se puede estimar la tasa de crecimiento p:

M = (dCydt) / Cx (ecuacion 4)
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Para estimar p tendremos que calcular la derivada a la ecuacion 2 en funcion del

tiempo. Esto puede realizarse utilizando el modelo presentado en la ecuacién 3.

(dCydt) = C =A(11t) (ecuacién 5)

C,, indica la concentracion de biomasa (g/l)

C\ , derivada a la curva en t o pendiente de la curva para cada tiempo.

t, tiempo de incubacion

A, es el coeficiente de regresion obtenido por regresién no lineal de los datos de

biomasa frente al tiempo.

Evaluando la fraccién de células viables en el retentostato podemos comprobar la
fraccion de células viables o en crecimiento en el cultivo. Para considerar esta
fraccidn de células en casos en los que se pudiera ver significativamente afectado
el numero de células activas en el cultivo, podriamos estimar la tasa de
crecimiento correspondiente so6lo a células viables en el cultivo a través de la

expresion (ecuacion 6).
M = (dCy/dt) / Cy, viavle (ecuacion 6)
u, tasa de crecimiento (h™") de las células activas.

(dC,/dt) pendiente de la recta en t, o, lo que es igual, derivada a la curva en t.

Cx viable, representa la fraccion activa de la biomasa total.
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2.4. Resultados

Parageobacillus thermoglucosidasius es una especie descrita con la capacidad de
formar esporas. Esta caracteristica dificultaria la estimacion de los parametros del
cultivo debido a la inactividad de las endosporas y a su acumulacién (Jergensen
et al., 2010). Por lo tanto, en este supuesto, las tasas de crecimiento seria dificil

que tendiesen a cero durante el proceso de cultivo en modo retentostato.

Debido a que la esporulacion interferira con el objetivo de alcanzar un estado de
crecimiento muy reducido o cercano a cero, en este estudio se uso la cepa 23.6
porque en estudios previos en el laboratorio solo se observé la formacion de
esporas cuando en el medio de cultivo habia concentraciones altas de
manganeso (Charney et al., 1951). La cepa 23.6 se crecié a diferentes
temperaturas y en medios con distinta composicion de nutrientes y pH. El estrés
generado por la escasez de nutrientes en los cultivos en modo retentostato no
indujo la formacion de esporas en la cepa 23.6.

El uso de una cepa que no requiere modificacion genética nos permite interpretar
la respuesta “natural” del organismo de una forma mas fidedigna Y este estudio
representa el primer caso en el que una cepa termdfila no modificada ha sido

utilizada para obtener tasas de crecimiento muy reducidas, cercanas a cero.

Para el cultivo de retentostato, los biorreactores fueron equipados con un sistema
de filtracion de flujo tangencial. Estos filtros fueron elegidos por su gran superficie
de filtracion, minimizando el riesgo de obstruccién durante el cultivo. Durante 52
dias la filtracién continua del cultivo se llevo a cabo sin obstrucciones.

Para alcanzar un flujo de alimentacion de 45 mi/h las bombas peristalticas estan

equipadas con tubos de un diametro interior de 1 mm. Uno de los experimentos
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se detuvo a los 21 dias debido a una obstruccidon generada en el tubo de

alimentacion.

Al tratarse de un cultivo en continuo, tanto en quimiostato como en retentostato la
velocidad de entrada de medio tiene que ser la misma que la de salida de
desechos para mantener asi el volumen constante en el bioreactor. El burbujeo
vigoroso que mantiene la oxigenacion del cultivo puede introducir burbujas de aire
en el tubo de salida y provocar una diferencia entre el volumen de entrada y el de
salida. Para evitar esto el tubo de salida termina en una pieza de vidrio con forma
de U, impidiendo que las burbujas incidan directamente y se introduzcan en el

tubo de salida.

El burbujeo y la evaporacién que tiene lugar a 60°C hace que algunas células
asciendan y queden retenidas en los filtros de venteo. Con el tiempo estos filtros
se saturan e impiden que el aire pueda salir con facilidad. La retencion del aire en
el interior del bioreactor genera un aumento de la presion y como consecuencia
una disminucion del burbujeo, poniendo en riesgo la oxigenacion del cultivo. Para
que las condiciones se mantengan constantes durante el proceso debemos

reemplazar periédicamente los filtros de venteo.

Otro posible riesgo de este tipo de sistemas de cultivo en retentostato y
quimiostato es que los microorganismos pudieran, con el paso del tiempo,
acceder a la fuente externa de nutrientes o medio fresco. Debido a que la
velocidad de alimentacion es lenta (45 mi/h) las bacterias moviles podrian
alcanzar el medio de cultivo fresco y comenzar su consumo incontroladamente.
Para evitar el crecimiento a lo largo del tubo de suministro de medio de cultivo

fresco se instalé un gotero en el tubo donde el medio fresco es impulsado por aire
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estéril hacia el bioreactor e impide que los microorganismos puedan progresar

hacia el interior del tubo de aporte de nuevo medio para el cultivo.

2.4.1 Crecimiento y viabilidad

Se cultivd Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 en condiciones de
retentostato aerdbico en medio NB diluido 5 veces. Se realizaron con éxito dos
cultivos independientes de retentostato uno durante 21 dias (retentostato 1) y otro
durante 52 dias (retentostato 2) para estudiar la adaptacion de la cepa 23.6 a

tasas de crecimiento especificas cercanas a cero.

El crecimiento de las células de la cepa 23.6 siguioé una distribucion logaritmica, la
biomasa se acumulada en el bioreactor hasta alcanzar una asintota horizontal (la
variacion de la biomasa con respecto al tiempo llega a ser insignificante, tiende a
cero) (retentostato 2) indicando que el crecimiento es cercano a cero al final del
experimento (Figura 2.5). A pesar de las diferencias en biomasa de ambos
experimentos las tasas de crecimiento especificas (u) de cada tiempo son
similares. A los 21 dias, p disminuyé de 0,025 h™" a 0,00056 h™ y 0,00093 h™
(retentostato 1 y 2, respectivamente) (Figura 3.5). Al final del cultivo del
retentostato 2 (52 dias) se alcanzé un minimo de 0.0002 h™' que corresponde con

un tiempo de duplicacion de aproximadamente 141 dias.
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Figura 2.5. Crecimiento de Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 en cultivo
en continuo con recirculacién de células: retentostato 1 (cuadrados) y retentostato
2 (circulos). Evolucion de la concentracion de biomasa (puntos y lineas negras) y

de la tasa de crecimiento especifica (puntos y lineas grises) en el tiempo.

Durante el experimento se han cumplido las premisas de un cultivo en
retentostato: El volumen del cultivo no ha variado significativamente, los recuentos
periddicos de UFC en el efluente mostraron que no se perdia biomasa del
bioreactor y segun se evalué con microscopia de fluorescencia, demostramos que
se mantenia la viabilidad de los cultivos, con un valor de 99%, aproximadamente,
en las etapas iniciales (TO-T6) bajando a un 96% al final del cultivo (T7-T9).

En la representacion de los datos se ha considerado una viabilidad del 100 %.

Esto se ha basado en el mantenimiento de los recuentos de UFCs y la

representacion de casi la totalidad de células con un sistema de envueltas

81



Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 a tasas de crecimiento cercanas a cero

celulares intacta evaluado por recuentos de microscopia con el colorante
fluorescente vital, DiBAC4(3). En cualquier caso, en base a los calculos
efectuados, sélo se observarian diferencias significativas cuando la viabilidad del
cultivo fuese inferior al 70% del total de células (Figura 2.6). Los cambios
drasticos en la tasas de crecimiento se observarian cuando la viabilidad se

reduzca bruscamente y la proporcion de células dafadas aumente muy
considerablemente (Figura 2.6)

0.002 - "

0,001 |

Tasa de crecimiento (h-1)

Viabilidad (%)

Figura 2.6. Estimacion de la variacién en la tasa especifica de crecimiento con
respecto a cambios de viabilidad en el cultivo. Notese la respuesta asintotica para
una mayoria de células activas/viables en el cultivo y so6lo se observa un
incremento exponencial en los calculos de la tasa de crecimiento especifico para
aquellos casos en los que la fraccion de células intactas activas se vea

seriamente comprometida.
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3.4.2. Morfologia celular

Se evalué la morfologia y el biovolumen celular de la cepa 23.6 durante los
experimentos en retentostato, incluyendo la fase exponencial (Exp) de crecimiento
y de quimiostato (T0.1-T0.3). Se muestran solo los resultados del retentostato 2
para simplificar y facilitar su comprensién ya que los resultados del retentostato 1

fueron muy similares y el experimento niumero 2 fue el de mayor duracion.

Durante la fase previa al retentostato los tamanos celulares en cada tiempo son
similares y se van reduciendo conforme se alcanza la estabilizaciéon de la tasa de
crecimiento en el quimiostato (Figura 2.7). En el retentostato la morfologia celular
parecié ser mas heterogénea, dominando las células cortas. Al disminuir la tasa
de crecimiento especifica, comenzaron a aparecer células que eran mas largas
que la célula tipica (tamafo estandar durante crecimiento constante), algunas
alcanzando longitudes de mas de 30 veces la de la célula unica vegetativa

habitual al comienzo del cultivo de retentostato (Figura 2.7, T9).

Con el fin de entender mejor los cambios de morfologia de la cepa 23.6 durante
su cultivo en retentostato se establecieron grupos de tamanos segun su
biovolumen (um?3): < 3, 3-5, 5-8, 8-12 y > 12. Las células con un biovolumen
inferior a 3 um?® no se estarian dividiendo o han completado su division, el resto de
tamanos si implicaria un estado de division o aumento progresivo de biomasa

celular.
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Figura 2.7. Cambios en la morfologia celular de Parageobacillus

thermoglucosidasius 23.6 durante el cultivo en retentostato.

En la figura 2.8 se representa el porcentaje de cada grupo de tamafo desde el
inicio del cultivo hasta el final del retentostato. En |la fase exponencial, como era
de esperar, no se observan células con un biovolumen inferior a 3 ym*® y mas del
95% de las células estan comprendidas en las clases de tamafos superiores.

Durante el proceso de estabilizacién del quimiostato el tamafo celular se va
reduciendo de forma progresiva ya que el biovolumen celular se va concentrando
en las tres clases de tamafio con un biovolumen inferior. Alcanzar una tasa de
crecimiento constante se ve reflejado en una estabilizacion del tamafio celular en

las clases de tamanos.
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Figura 2.8. Porcentajes de las cinco clases de tamaifo dados por el biovolumen de
las células de Parageobacillus thermoglucosidasius durante su cultivo en fase

exponencial (Exp), en quimiostato (T0.1 a T0.3) y en retentostato (TO a T9).

En el periodo de retentostato el biovolumen dominante general es inferior a 3 ym?
y los cambios en el biovolumen celular concuerdan con la disminucién progresiva
de las tasas de crecimiento especifica. Se observa como en las primeras etapas
del retentostato (Figura 2.8, T1-T5), cuando las velocidades de crecimiento no son
tan bajas, el biovolumen inferior a 3 pm? disminuye rapidamente del mismo modo
gue aumentan los biovolumenes superiores a 5 pym?3. Por otro lado, en las etapas
finales del retentostato (Figura 2.8, T6-T9) la disminucion del biovolumen inferior a
3 ym?3 es mucho mas lenta debido a que las tasas de crecimiento son muy bajas.
En este periodo los biovolumenes superiores a 8 ym?® dominan el estado de

division celular, llegandose a registrar celulas con un biovolumen maximo de 101
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pum3. El hecho de que se observe descenso en el numero de células de menor
tamano también confirma, una vez mas, la existencia de crecimiento celular que,
como hemos visto, se reduce progresivamente a lo largo del tiempo de incubacién
en el retentostato como resultado de la limitacién de recursos disponibles para las

células del cultivo.

2.5. Discusion.

2.5.1. Crecimiento en situaciones limitantes

Se implementd una configuracion para cultivar el microorganismos termofilo
Parageobacillus thermogucosidasius 23.6 a tasas de crecimiento extremadamente
bajas y se estudié su adaptacién a condiciones de crecimiento cercanas a cero
mediante el analisis de la acumulacién de biomasa, la viabilidad del cultivo y su

morfologia.

Utilizar una bacteria termdfila tiene la ventaja de que reduce mucho el riesgo de
contaminacioén con otros microorganismos y no requiere introducir modificaciones
geneéticas que favorezcan su identificacion, pero también tiene inconvenientes que
hemos tenido que solventar con varias adaptaciones en el bioreactor como: (i) la
instalacion de un gotero para evitar que las células de P. thermoglucosidaisus
23.6 crezcan por la linea de alimentacion de medio y genere obstrucciones, (ii) la
instalacion de un refrigerador Davis que impida la perdida de volumen del
bioreactor por evaporacion y no se altere la tasa de dilucion. Debido a la
prolongada duracion experimental y el elevado numero de elementos que
intervienen en el cultivo en un retentostato, existen riesgos que pueden
desestabilizar el cultivo. Este tipo de cultivos son muy laboriosos y hemos

dedicado mucho tiempo y esfuerzo en la configuracién del retentostato.
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En diferentes estudios de cultivos en retentostato (Boender et al., 2009; Ercan et
al., 2013; Overkamp et al., 2015) las tasas de crecimiento especificas se han
calculado ajustando el aumento de la biomasa en el tiempo a una ecuacién
exponencial C,= A - e®' + C (Figura 2.9). El modelo exponencial de crecimiento
indicaria un aumento exponencial de la biomasa en el tiempo y es tipico en las
etapas iniciales de un cultivo en “batch” (Figura 2.1) donde hay un exceso de
nutrientes y los microorganismos alcanzan su maxima tasa de crecimiento.

Por el contrario en un cultivo de retentostato, donde los nutrientes por célula
bacteriana disminuyen con el tiempo, observamos que el aumento de la biomasa
no es exponencial si no que tiende a alcanzar su asintota con el tiempo al
experimentar una reduccidén progresiva de la tasa de crecimiento, ajustandose

mas a un modelo logaritmico (Figura 2.9).

Modelo exponencial Modelo logaritmico

Biomasa

Tiempo Tiempo

Figura 2.9. Comparacién de la evolucién de la biomasa en el tiempo en un modelo

de crecimiento exponencial y logaritmico.

Esta confusion también ha podido ser debido a un error en la explicacion

matematica del proceso aunque los calculos pudieran haberse efectuado
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correctamente. Este hecho queda por confirmar pero lo que es un hecho es que el
modelo logaritmo se ajusta al modelo de trabajo que lo justifica y cuadra con los
resultados experimentales (nuestros datos y los de otros autores) (Boender et al.,
2009; Ercan et al.,, 2013; Overkamp et al., 2015) y la conceptualizacién del

proceso encaminado a la limitacion del crecimiento celular a lo largo del tiempo.

En general los termdfilos cultivados en “batch” presentan tasas de crecimiento
muy altas (Manchant y Banat, 2010), por ejemplo, la cepa 23.6 durante la fase
exponencial tiene un tiempo de duplicacion de 18 minutos. Altas tasas de
crecimiento conllevan a un rapido consumo de los nutrientes. Pavlostathis y
colaboradores describen que en Geobacillus thermoleovorans el agotamiento de
los nutrientes induce un colapso de la poblacién acompafado de una lisis celular
extensa que no se puede revertir mediante la adicion de mas nutrientes
(Pavlostathis et al., 2006).

En nuestro experimento hemos demostrado que  Parageobacillus
thermoglucosidasius 23.6 alcanza tasas de crecimiento especifico
extremadamente bajas (0,0002 h” al final del cultivo) y que mantiene una
viabilidad alta durante todo el cultivo. Nuestros datos confirman que
Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 es capaz de persistir a tasas de
crecimiento muy reducidas. Por lo tanto, reduciendo la tasa de crecimiento en
funcidbn de la disponibilidad de nutrientes y las condiciones ambientales,
representaria una estrategia de adaptacién a ambientes cambiantes encaminada
a mantener la persistencia de estas células en esos ecosistemas. Un ejemplo, de
estos ecosistemas naturales serian los suelos, donde estas células termofilas
habitan manteniendo su viabilidad. Estos resultados estan de acuerdo con las
perspectivas planteadas por Marchant et al. (2002, 2008) pero descartan los

planteamientos de Zeigler (2014) que atribuyen la presencia de termofilos en
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suelos meramente al azar y a la dispersion de células desde ambientes
geotérmicos o calidos (i.e., zonas geotermales o desiertos).

Este hito es importante porque refuerza la idea de que los microorganismos
termofilos pueden vivir en condiciones que no son Optimas para su crecimiento.
Hoy en dia, es un hecho que los suelos albergan una comunidad compleja y
omnipresente de microorganismos termdfilos, representados principalmente por
los géneros Geobacillus y Parageobacillus, que desempefian funciones de
importancia en el ecosistema suelo (Portillo et al. 2002; Santana et al. 2003;
Santana y Gonzalez, 2015; Gomez et al., 2021) y que han desarrollado
mecanismos adaptativos y una estrategia propia de persistencia en estos

ambientes.

2.5.2. Biovolumen celular en relacion a la tasa de crecimiento

La presencia de células largas en cultivos de cepas del género Geobacillus ha
sido descrita previamente (Marchant et al., 2002). En este caso la proporcion de
células largas aumenta durante la fase exponencial (tasas de crecimiento altas) y

posteriormente se produce la division celular de dichas células.

La divisién celular es un proceso ciclico y nuestros resultados muestran que la
duplicacién del ADN y otros componentes celulares son mas rapidos que la
citocinesis, favoreciendo el desarrollo de células largas. Sin embargo, la reducida
tasa de crecimiento en retentostato implica la generacion de un gran numero de
células reducidas y un bajo numero de células alargadas. En la figura 2.10 se
muestra varias moléculas de ADN en una misma célula de la cepa 23.6 durante la

fase exponencial de crecimiento.
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Ribosomas

Figura 2.10. Fotografia al microscopio electronico de transmision de una célula de
la cepa Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 durante la fase exponencial de

crecimiento.

Al disminuir la velocidad de crecimiento parece que la formacidén del septo se
ralentiza aun mas dando lugar a células muy largas. Sin embargo el numero de
células alargadas en exceso es reducido debido a las reducidas tasas de

crecimiento durante el cultivo en retentostato.

Un cultivo de Bacillus subtilis (género taxondmicamente cercano a
Parageobacillus) en retentostato (Overkamp et al., 2015) describe el mismo
fendbmeno que nosotros, a medida que disminuye la tasa de crecimiento aumenta
la presencia de células largas. Anteriormente también se habia observado esta
morfologia en Bacillus subtilis (Ohnishi et al., 1999; Gregory et al.,2008; Cozy y
Kearns, 2010) y se propuso que las causas estaban relacionadas con la division
celular, separacion y composicion de la membrana.

La regulacion de la division celular es un proceso complejo (Jensen et al., 2005;
Adams vy Errington., 2009; Treuner-Lange y Sggaard-Andersen., 2014;) y

posiblemente una amplia variedad de causas puede generar este tipo de
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morfologia. No obstante, los diferentes biovolumenes celulares observados en
este estudio parecen corroborar la existencia de una tasa de crecimiento muy baja
y confirma esta estrategia para la persistencia de esas células en condiciones

drasticamente limitantes de su crecimiento.

2.6. Conclusiones

Como consecuencia de que las células experimentaron una drastica limitacion
nutricional en el cultivo en retentostato, las células han sido capaces de persistir
en un estado metabdlicamente activo pero a tasas de crecimiento
extremadamente reducidas. Este trabajo muestra que el cultivo en retentostato es
un sistema de cultivo controlado y estable, adecuado para el estudio de
microorganismos termofilos como Parageobacillus thermoglucosidasius y de su
capacidad para persistir en ambientes adversos o a través de periodos de escasa
disponibilidad de nutrientes o condiciones adversas.

Los estudios proximos se centraran en analizar la adaptaciéon de Parageobacillus
thermoglucosidasius 23.6 a tasas de crecimiento cercanas a cero en cultivos de
retentostato mediante analisis transcriptomico, lo que complementara Ilos
resultados obtenidos a través de este sistema de cultivo imprescindible para el
analisis de las células a tasas muy reducidas de crecimiento de forma que
podremos comprender mejor algunas de las estrategias adaptativas de estas

células.
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3.1. Resumen.

La gendmica es una ciencia que nos permite comprender la relacién entre la
informacion genética codificada en el ADN vy la fisiologia del microorganismo, asi
como aspectos bioquimicos y evolutivos. Se secuencié y ensamblé el genoma de
Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6, una cepa termdfila aislada del suelo
en el Parque Nacional de Donana (Huelva) (CECT9776). La secuenciacion
identifico 4 moléculas de ADN circular: EI genoma principal o Tmp1 (3.870.682
pb), Tmp2 (102283 bp), un megaplasmido,; Tmp3 (50843 pb), un plasmido, y un
bacteriéfago, Tmp4 (55505 pb). ElI pangenoma de la cepas de P
thermoglucosidaius es abierto y ha identificado en Tmp1 y Tmp2 puntos calientes
de transferencia horizontal de genes constituido por genes unicos y elementos
genéticos moviles (transposasas). El sesgo del uso de codones establece una
relacion entre los genes unicos y Tmp3, que contiene en su secuencia un
elemento integrativo y conjugativo. El bacteriéfago identificado pertenece a la
familia Syphoviridae y no esta integrado en el genoma principal. EI gran numero
de regiones CRISPR presentes en Tmp1 y la homologia de 11 espaciadores con
Tmp4 podria explicar porque el fago no se integra en el genoma principal. La
informacion gendmica de Parageobacillus thermoglucosidaius 23.6 sugiere que
podria tener la plasticidad de incorporar ADN a su genoma a través de diferentes
estrategias de transferencia horizontal de genes (transformacion, conjugacién y
traduccién), lo que facilitaria su capacidad de adaptacion a nuevos medios y a

cambios producidos en el ambiente.
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3.2 Introduccion

3.2.1 Genomica

En 1986 Thomas H. Roderick propuso una nueva disciplina basada en el mapeo,
secuenciacion y analisis del ADN (Yadav, 2007) a la que denomino gendmica. Es

una ciencia que se centra en estudiar la secuencia de ADN de un organismo.

Inicialmente los métodos tradicionales de secuenciacion eran lentos y costosos,
ralentizando el desarrollo de esta disciplina. Por ejemplo, el proyecto del genoma
humano supuso aproximadamente una inversion de 2.500 millones de euros y fue
llevado a cabo durante 13 afios. Sin embargo, gracias al avance de las nuevas
técnicas de secuenciacion masiva o NGS (Nex Generation Sequencing) y el
desarrollo de técnicas informaticas para su analisis (Hall, 2007), en la actualidad
secuenciar el genoma de un ser humano cuesta menos de 1.000 Euros y se
puede hacer en un dia.

26 anos después de la primera publicacion del genoma completo de la bacteria
Haemophilus influenzae (Fleischmann et al., 1995) hay aproximadamente medio
millon de genomas publicados en la base de datos del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse#!/) siendo la mayoria de
procariotas. Este desarrollo tecnoldgico ha llevado a un avance significativo en las

investigaciones actuales, refiriéndose al siglo XXI como “el siglo de los genomas”

La determinaciéon de la secuencia completa de un microorganismos resulta muy
util para comprender la relacién entre la informacién que alberga el ADN vy la
fisiologia del microorganismo, asi como conocer aspectos bioquimicos y

evolutivos y acceder a genes con interés biotecnolégico.
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El principal reto al que se enfrenta la comunidad cuando comienza a analizar un
genoma es interpretar esa gran cantidad de informacioén de la que disponemos
(Pedros-Ali6, 2006). Gracias al gran numero de genomas secuenciados y
disponibles en las bases de datos se pueden hacer estudios comparativos, como,
por ejemplo, filogenias de genes o grupos de genes determinados o analisis del
Pangenoma.

El término Pangenoma fue acufiado en 2005 por Tettelin et al. (2005) y describe la
unién de entidades de secuencia (generalmente genes o marcos de lectura
abiertos, ORF) compartidos por genomas de interés. La resolucion filogenética del
grupo taxondémico de interés es ilimitada y depende del objetivo del estudio,
existen proyectos enfocados a nivel de especie, nivel de género e incluso a nivel
de clase, filo o reino (Vernikos et al., 2015).

En la literatura cientifica existe variabilidad a la hora de nombrar las
combinaciones del conjunto de secuencias. Nosotros vamos a seguir la

nomenclatura descrita por Tettelin et al. (2005) (Figura 3.1):

- Pangenoma: engloba todo el repertorio de genes accesibles al taxon
estudiado

- Genoma central: contiene genes compartidos por todas las cepas dentro
del taxoén. Incluye genes responsables de los aspectos basicos de la biologia de
las células estudiadas y sus principales rasgos fenotipicos.

- Genoma prescindible: contiene genes compartidos por un subconjunto de
cepas. Contribuye a la diversidad de especies, podria codificar vias y funciones
bioquimicas complementarias que no son esenciales para el crecimiento pero que
confieren ventajas selectivas, como la adaptacion a diferentes nichos, resistencia
a antibioticos, etc.

- Genes especificos o unicos: aquellos genes detectados en un solo

organismo del grupo analizado. Permiten identificar fenémenos de intercambio de
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material genético entre distintos microorganismos y aspectos interesantes de su
historia evolutiva.

Organismo A

Genes espcificos

1
Genoma |

Genoma deimmid
prescindible prescmdlble!,
AB AC J

' Genoma
central
A |

.

Genes especificos

Organismo B
Organismo C

Genes especificos \ Genoma
\prescindible
B-C

Pangenoma |

Figura 3.1. Esquema y nomenclatura de la combinacién de genes entre tres

organismos.

Los analisis de pangenoma proporcionan un marco para determinar la diversidad
genomica en un grupo taxondémico a analizar. Podemos diferenciar entre
pangenoma cerrado (representa practicamente la variabilidad de genes
existentes) y pangenoma abierto (el conjunto de datos es limitado y no alcanza a
representar la variabilidad real existente en el taxdn) (Figura 3.2). Las limitaciones

en el numero de representantes en los pangenomas abiertos suelen deberse a
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que aun nos queda una gran diversidad microbiana por descubrir en nuestro
planeta (Gonzalez et al. 2020).

Pangenoma abierto

Pangenoma cerrado

Total de genes acumulados

Numero de genomas

Figura 3.2. Representacion teodrica de un pangenoma abierto y cerrado.

2.2.2 Trasferencia Horizontal de Genes

En 1928 Griffith observé que el caracter virulento de Streptococcus pneumonae
se podia transmitir entre cepas de la misma especie. Estos hallazgos sirvieron
para establecer la necesidad de estudiar los mecanismos y consecuencias de la
transferencia de ADN. Décadas mas tarde se observd que las transferencias de
genes se producian incluso entre organismos de especies diferentes (Syvanen,
1985) y, en la actualidad, esta aceptada la elevada promiscuidad existente en el

intercambio de ADN entre microorganismos (Frost et al., 2005).
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Bajo este contexto, a principios de los afios 90 nace el concepto de transferencia
horizontal de genes (HGT, Horizontal Gene Transfer), refiriendose a la
transferencia de fragmentos de ADN entre distintas especies. Estas
observaciones hicieron cambiar la idea tradicional de herencia vertical,
proponiéndose una nueva vision de los arboles filogenéticos que incluyen ramas

entrecruzadas adquiriendo apariencia de red (Figura 1.2) (Doolittle, 2000).

Los mecanismos mas importantes por los que se produce la transferencia
horizontal de genes entre microorganismos son (Furuya y Lowy, 2006) (Figura
3.3):

- Transformacién: Ciertos microorganismos tienen la capacidad de captar,
integrar y expresar fragmentos de ADN extracelular liberados, por ejemplo,
durante la lisis bacteriana.

- Conjugacion: Transferencia de ADN que requiere el contacto entre dos
células a través de pilis o adhesinas de la superficie celular. La maquinaria
conjugativa suele estar codificada por genes que estan presentes en plasmidos.

- Traduccion: Secuencias de ADN que se transfieren de unos
microorganismos a otros mediante la infeccién por bacteriéfagos que transportan
esa informacion génica. Estos fagos pueden o no integrarse en la célula receptora
dando lugar a procesos de lisis o lisogénesis en la interaccion célula huésped y
virus.

- Agentes de transferencia de genes (Gene transfer agents, GTAs): son
particulas producidas por la célula huésped que se asemejan a los bacteriéfagos,
capaces de transferir contenido genético (Lang et al., 2017). A diferencia de los
fagos, no tienen la capacidad de autopropagarse y se liberan a través de la lisis

celular.
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Transformacion

leeracmn de

/%’%Mﬂ\_ﬁ\*“iiK % b

Gen resistencia

Célula donadora antibidtico Célula receptora
Traduccién
ADN virico
CeIuIa donadora infectada por fagos Célula receptora

Conjugacion

v 4 @%O %)

Transposé6n = Célula donadora Célula receptora
GTAs
ADN bacteria
w%m ( l
Célula donadora con GTAs Célula receptora

Figura 3.3. Representacion de cuatro mecanismos diferentes por los que se

producen transferencia horizontal de genes. (Modificacion de la figura descrita en

Furuya y Lowy, 2006).

En la transferencia de fragmentos de ADN entre células desempena un papel

importante la existencia de elementos genéticos moviles (MGE; “Mobile genetic

elements”) que directamente podrian influir en fendmenos de HGT. Los MGE son
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elementos del genoma que tienen la capacidad de moverse o transferirse de una
parte a otra del genoma o a plasmidos de una célula o de células diferentes
(Siguier et al., 2014). El estudio de los MGE presentes en un genoma nos
proporciona informacién que puede servir para deducir la historia evolutiva de un
genoma.

Como ejemplos de MGEs podemos citar a los plasmidos, los bacteriéfagos, o las
secuencias de insercion (Insertion Sequence; IS). Las ISs son los MGE
auténomos mas sencillos. Estas secuencias constan de un gen que codifica una
transposasa y generalmente, unas secuencias repetitivas cortas (IR, Inverted
Repeat) flanqueando dicho gen en ambos extremos. La autonomia de las ISs se
debe a la transposasa, que tras reconocer las secuencias repetitivas situadas a
los extremos de la IS, es la responsable de su escision e insercion de material

genético en distintos lugares del genoma.

La HGT representa un mecanismo que acelera el curso de la evolucién,
especialmente en procariotas (Hilario y Gogarten, 1993; Frost et al., 2005). Los
procesos de transferencia horizontal tienen gran relevancia en la estructura del
genoma de los microorganismos y en su fisiologia. Como resultado de estos
procesos los microorganismos pueden ganar o perder genes o capacidades
funcionales. Un ejemplo tipico es la incorporacion de genes de resistencia a
antibidticos o de virulencia, o deleccion/disrupcién de genes al eliminarse o
insertarse fragmentos de ADN (Darmon y Leach, 2014). Estos cambios pueden
ser importantes para la adaptacién de los seres vivos a determinadas condiciones
de su medio ambiente. Existen evidencias de una alta proporcién de intercambio
de genes entre microorganismos termofilos (van Wolferen et al., 2013; Urbieta et
al., 2015; Cuecas et al., 2017).
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Gracias al avance en las técnicas de secuenciacion del ADN y a la facilidad actual
para secuenciar genomas, el estudio de los eventos de HGT ha experimentado un
gran avance (Koonin y Galperin, 1997). Entre los métodos para detectar
fendbmenos de HGT se encuentran: las comparaciones basadas en la
determinacion del contenido G+C, la frecuencia de uso de codones, la frecuencia
de tetranucledtidos u otros oligonucleétidos y el empleo de indices de similitud.
Estudios comparativos de genes o regiones del genoma que difieran en los
valores de estos parametros dentro de taxones determinados serian indicadores
de posibles fenomenos de HGT (Lawrence y Ochman, 2002; Dufraigne et al.,
2005).

Todos estos métodos presentan limitaciones ya que se desconoce estrictamente
hablando la historia del genoma de cualquier microorganismo (Gonzalez et al.,
2005). Las estimaciones realizadas dependen de los genomas y genes
disponibles, que son los que se utilizan como referencia en estos analisis pero
hemos de recordar que aun estamos lejos de tener una representacion completa
de la inmensa diversidad genética y taxondmica existente en el mundo
microbiano. Otro factor que limita la deteccion de fendmenos de HGT se conoce
con el nombre de “amelioration”. Este fendmeno representa el proceso por el cual
un fragmento de ADN transferido adquiere progresivamente caracteristicas
(frecuencia del uso de codones, contenido en G+C, tasa de mutacion) propias del
genoma del microorganismo donde se ha insertado (Lawrence y Ochman, 1997).
Por tanto, un evento ancestral de HGT podria llegar a ser indetectable y los
fendmenos HGT son relativamente mas facilmente identificables. En los ultimos
anos, se han realizado varios estudios para evaluar los distintos métodos de
detecciéon de HGT concluyendo que la combinacion de distintos métodos mejora
significativamente la fiabilidad en los analisis de HGT (Becq et al., 2010;
Ravenhall et al., 2015).
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Condiciones extremas, como altas temperaturas, representan ambientes que
favorecen el desarrollo de mecanismos de adaptacion. Los eventos de HGT
representan mecanismos importantes que facilitan la adaptacion de los
microorganismos a estos ambientes (Aravind et al., 1998; Zhaxybayeva et al.,
2009; van Wolferen et al., 2013; Cuecas et al., 2017).

3.2.3. Gendmica en Geobacillus y Parageobacillus

La amplia gama de aplicaciones biotecnolégicas que presentan los géneros
Geobacillus y Parageobacillus (produccion de bioetanol, biorrefinamiento,
biorremedacion de ambientes contaminados, produccion de proteinas
recombinantes y biocatalizadores termoestables, etc.) junto con el desarrollo de
las técnicas de secuenciacidon masiva y analisis bioinformatico ha dado como
resultado la publicacion de un gran numero de genomas de estos géneros (Tabla

3.1) (https://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/?term=geobacillus).

A fecha de Julio de 2021 hay un total de 139 genomas ensamblados de estos
géneros en la base de datos del NCBI, de los cuales 40 estan completos. Se han
secuenciado 34 plasmidos, siendo el género Parageobacillus, el que en
proporcion de especies, presenta mayor numero (11). El tamafio de los genomas
oscila entre 3.32 — 3.95 Mpb y el porcentaje medio en G+C varia entre 43.3% para

el género Parageobacillus y 52% en Geobacillus.
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Tabla 3.1. Caracteristicas de los genomas ensamblados de las especies de Geobacillus y

Parageobacillus
. N.° Genomas N.°Genomas o oz .n: Tamafio .
Especie ensamblados completos N.> Plasmidos medio (Mb) % G+C medio
Geobacillus ssp. 48 10 7 3.47 52
Geobacillus 6 2 1 3.56 51,94
kaustophilus
Geobacillus 22 4 1 351 52,35
stearothermophilus
Geobacillus
thermodenitrificans 8 4 4 3.52 48,94
Geobacillus 10 5 2 3.52 52,3
thermoleovorans
Geobacillus 6 3 4 358 52
subterraneus
Geobacillus 3 y 0 356 519
thermocatenulatus
Geobacillus jurassicus 1 0 0 3.45 52,2
Geobacillus zalihae 5 2 0 3.55 52,2
Geobacillus vulcani 1 1 0 3.38 52,4
Geobacillus lituanicus 1 1 1 3.49 52,17
Geobacillus uzenensis 1 0 0 3.35 52,2
Geobacillus 1 0 0 357 51,8
proteiniphilus
Geobacillus 1 1 1 3.48 52,82
genomosp. 3
Geobacillus icigianus 1 0 0 3.45 52
Parageobacillus 14 4 1 3.5 43,43
thermoglucosidasius
Parageobacillus toebii 2 3.32 42,2
Parageobacillus
caldoxylosilyticus 0 3.81 44

Una caracteristica identificable de estos géneros es la presencia de un gran
numero de transposones, que contrastan con numeros bajos en su parientes
mesofilos mas cercanos: Bacillus subtilis, Bacillus cereus y Bacillus antracis
(Takami et al. 2004b; Feng et al., 2007). En concreto Parageobacillus
thermoglucosidasius codifica 41 transposasas donde 39 estan asociadas con los
elementos IS: 1S4, 1S3, IS911, 1S116, IS110, 1S902, IS653 (Hussein, 2015).
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La presencia de estas secuencias indica que la transferencia horizontal de genes
puede haber sido una caracteristica importante para estos organismos y que ha

participado activamente en la historia evolutiva de estas especies.

Otra de las caracteristicas a resaltar del género es el alto numero de repeticiones
palindrédmicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR)
presentes en su genoma. Las regiones CRISPR tipicamente consisten en varias
repeticiones directas no contiguas, separadas por tramos de secuencias variables
llamadas espaciadores (Jansen et al.,, 2002). Con bastante frecuencia cerca de
estas secuencias se localizan las proteinas asociadas a CRISPR (CAS). Se cree
que los CRISPR junto con las proteinas CAS proporcionan un mecanismo de
resistencia frente a bacteriéfagos especificos (Barrangou et al., 2007).

El mayor numero de motivos CRISPR se encuentra en el genoma de Geobacillus
zalihae SURF-114 con 9 regiones repetitivas y  Parageobacillus
thermoglucosidasius C56-YS93 es el que presenta mas proteinas CAS, con un
total de 112 (Hussein, 2015).

Los bacteriéfagos se encuentran presentes en abundancia en la naturaleza, se
pueden detectar en casi todos los nichos biolégicos y constituyen una enorme
fuente de biodiversidad (Casas y Rohwer, 2007; Angly et al., 2006; Breitbart et al.,
2004). Se cree que los fagos juegan un papel muy importante en el equilibrio
ecologico de la vida microbiana y en su diversidad actuando como reguladores de

las comunidades microbianas (Suttle, 2005).

Actualmente, en la base de datos del NCBI solo se incluyen seis genomas de

bacteriofagos termdfilos relacionados con el género Geobacillus (tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Caracteristicas de fagos que infectan a cepas del genero Geobacillus y Parageobacillus

Nombre Huesped Tamariio Kb ORF % G+C N.° Referencia Bibliografia
GBK2 Geobacillus kaustophilus 38,7 58 52 NC_023612.1 Marks %’On'jm"ton’
DEG6 Geobacillus sp. E263 49 80 46,06 NC_019544.1 Wangy Zhang, 2010
GBSV1 Geobacillus sp. 6k51 34,5 53 43,39 NC_008376.1 Liu et al., 2009

Geobacillus
TP-84 stearothermophilus 2184 47 1 75 4554 NC 041918.1 Skowron et al., 2018

GVE2 Geobacillus sp. E263 40,2 54 44,85 NC_009552.1 Wangy Zhang, 2008

GVE3 Paraeobacillus 1404 225 29,62 NC_029073.1 Van Zyletal, 2015
thermoglucosidasius

Los fagos anotados pertenecen al Orden Caudovirales, contienen ADN de doble
cadena que puede ser lineal o circular. Todos tienen aproximadamente las
mismas caracteristicas en cuanto a tamano, ORF y % G+C exceptuando GVE3

que presenta un mayor tamafo y un contenido en G+C bastante inferior.

En comparacion con los mesoéfilos, los fagos termdfilos han sido muy poco
estudiados (Rice et al., 2001) y prometen ser una nueva fuente de material
genético y enzimas con aplicaciones potenciales en biotecnologia e industria
(Zhang et al., 2017). El hecho de que solo 6 genomas estén publicados en el
NCBI, con respecto a los 139 genomas ensamblados de Geobacillus y
Parageobacillus, es una evidencia de que no se han estudiado en profundidad,
porque el alto numero de secuencias CRISPR en los genomas de estos géneros
parece indicar que tienen una relacion bastante estrecha. La abundancia de
secuencias CRISPR y genes cas en estos genomas podria explicar la ausencia

de fagos insertados (ciclo lisogénico) lo que dificulta su deteccidén (Hussein, 2015).
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3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Muestreo

Las muestras para el aislamiento de microorganismos termafilos se recolectaron
de la superficie (0-5 cm) de suelos situados en el Parque Nacional de DoRana,
concretamente en la zona circundante de la Laguna de Santa Olalla (Almonte,
Huelva; 36°58'N, 6°28'0). El suelo tiene las caracteristicas tipicas de un sistema
dunar, es de tipo arenoso con escasa vegetacion de matorral y pastizal. La
superficie del suelo es la zona de mayor fluctuacion térmica y el sur-oeste de
Espafa representa una de las zonas mas calidas de la Peninsula Ibérica
(Santana y Gonzalez, 2015) .

3.3.2 Identificacion, secuenciacidén y anotacién de la cepa

Un gramo de muestras de suelo resuspendido en 10 ml de solucién salina (NaCl
al 0,9%) fue agitado en un vortex durante 5 minutos previo a la inoculacién en
medio de cultivo para aislar cepas de bacterias termoéfilas en suelos. 100 ul de la
mezcla se sembraron por extension en placas con agar nutritivo (NB, composicién
por litro: 3 g de extracto de levadura, 5 g de peptona y 15 g de agar) y se
incubaron durante 3 dias a 60° C. Las unidades formadoras de colonias (UFC)
obtenidas de termdfilos heterotrofos aerdbicos, se sembraron hasta extincion en
nuevas placas de NB incubandose a 60° C durante 24 horas. Este proceso se

repitié tres veces con la finalidad de obtener colonias puras.
El ADN gendmico de los aislados puros se obtuvo con el kit de extraccion

ZymoBIOMICS DNA/RNA Minipred (Zymo research, Irvine, CA, USA) siguiendo

las instrucciones del fabricante. Antes de emplear el kit se incubaron previamente
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las células obtenidas por centrifugacién con una solucién de lisozima (1 ug/ml)
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Este paso previo facilita la lisis

celular y aumenta la cantidad de ADN extraido.

Para obtener la identificacion taxonémica de los aislados, se realizd la
amplificacion mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de genes
de ARNr 16S utilizando los cebadores 616F (5-TTTTATAAAAGGTTGATTGT) y
907R (5'-CCCCGTCAATTCATTTGAGTTT). Las reacciones se realizaron en un
volumen total de 50 pl, que contenian 5 pl de tampdén de PCR 1X, 1 ul de dNTP
(500 uM), 1 pl de cada cebador (2,5 uM), 1,5 yl de MgCl; (0,16 pM), 1 pl de ADN
genomico (40 ng), 39,2 pl de agua desionizada y 0,3 ul de Biotaqg DNA
Polymerase (5 u/ul). El ciclo de PCR se realiz6é en un termociclador Bio-Rad T-100
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Las reacciones de ciclo de PCR incluyeron un
paso de desnaturalizacion inicial a 95° C durante 1 min, seguido de 40 ciclos a
95° C durante 15 s, hibridacion a 55° C durante 15 s, extensién a 72° C durante 1
minuto. El udltimo ciclo fue seguido de 10 minutos a 72° C. Los fragmentos
obtenidos durante la amplificacion por PCR anterior, se purificaron con el kit Clean
Easy PCR purification (Canvax, Cordoba, Espafia) siguiendo las instrucciones del
fabricante y se secuenciaron (método Sanger) en ambas cadenas utilizando los
cebadores directos 616F y el cebador inverso 907R, en los servicios de
secuenciacion de Stab Vida (Caparica, Portugal). Las secuencias se identificaron
utilizando Ila herramienta Blastn del Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica (NCBI).

La cepa Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 se cultivd aerébicamente en
medio liquido NB (composicion por litro: 3 g de extracto de levadura, 5 g de
peptona) a 60° C (temperatura éptima de crecimiento) hasta alcanzar la fase

exponencial. EI ADN total se obtuvo con el kit de extraccion ZymoBIOMICS DNA/
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RNA Minipred siguiendo las instrucciones del fabricante. La secuenciacion del
genoma de la cepa 23.6 se realizé utilizando la plataforma lllumina Hiseq en BGI
Genomics (Hong Kong, China). La secuenciacion fue en los dos sentidos, con
secuencias por pares y se generaron un total de 9.240.570 lecturas con un
tamano de 350 pares de bases (pb) cada una. El filtrado de calidad y un primer
ensamblaje del genoma lo realiz6 la empresa BGI Genomics, utilizando el
genoma de Parageobacillus thermoglucosidasius C56-YS93 como referencia,
generando 48 scafolds de un tamafio maximo de 711.050 pb y minimo de 512 pb.
La circularizacion del genoma a partir de estos ultimos 48 fragmentos se llevo a
cabo manualmente utilizando scripts desarrollados en nuestro laboratorio y el
editor de secuencias Bioedit (Hall, 1999). Estos scripts buscan y alinean,
mediante Clustal W, todas las lecturas que tengan un oligonucleétido diana
concreto correspondiente al fragmento mas extremo de un scafold ensamblado.
De esta forma se seleccionaban aquellos oligonucleétidos localizados en los
extremos de los scafolds lo que permitia obtener la secuencia contigua
correspondiente progresando en la ampliacién de dicho scafold. Los extremos de
los scafolds se van ampliando hasta encontrar solapamiento con el extremo de
otro scafold, lo que permite unir los dos fragmentos. Como referencia para el
ensamblado y progresion en el acabado del genoma se han utilizado las
secuencias gendmicas completas de Parageobacillus thermoglucosidasius

disponibles en el NCBI.

La anotacién se realizd siguiendo las indicaciones del canal de anotacion de
genomas de procariotas del NCBI (https://github.com/ncbi/pgap/)

Las herramientas bioinformaticas utilizadas en este trabajo son: ISfinder (Siguier
et al., 2006) para la busqueda de secuencias de insercion; ICEfinder (Liu et al.,
2019); CRISPR-Casfinder (Couvin et al., 2018) y Phaster (Arndt et al., 2016) para
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la busqueda de bacteriéfagos integrados en los genomas de Geobacillus y

Parageobacillus.

3.3.3 Pan-genoma

Los 13 genomas de Parageobacillus thermoglucosidasius utilizados para los

analisis pangendmicos se descargaron de la base de datos del NCBI (Tabla 3.3)

Tabla 3.3. Genomas anotados en el NCBI de Cepas de Parageobacillus thermoglucosidasius.

Cepa N° Acceso N° Bases % G+C Plasmidos
NCIMB 11955 NZ_CP016622.1  4,00492 43,8 pNCI001; pNCI002
DSM 2542 NZ_CP012712.1 3,87312 43,9 -
C56-YS93 NC_015660.1 3,99379 43,9 pGEOTHO01; pGEOTHO02
TM242 NZ_CP016916.1 4,00434 43,8 pNCI001; pNCI002
TNO-09.020 NZ_CM001483.1  3,74024 43,9 -
NBRC 107763 BAWP00000000.1 3,87116 43,7 -
DSM 2543 QQOJ00000000.1  3,96168 43,8 pGeo2DSM2543; pGeo7DSM2543
DSM 6285 QQOKO00000000.1 3,96773 43,6 pGeo7DSM6285
TG4 NZ_AP019364.1 3,94852 439 pPTG4S
DSM 21625 QQOL00000000.1 4,00604 43,8 pGeo8DSM21625
GT23 LUCTO00000000.1 3,69646 43,8 -
ZCTHO02-B4 LZRS00000000.1 4,38293 434 -
W-2 LXMAO0000000.1 3,89456 43,2 -

Para analizar el pangenoma de un taxdn bacteriano hay que llevar a cabo
agrupaciones de genes ortdlogos para lo que en nuestro caso se utilizd el
programa GET_HOMOLOGUES (Contreras-Moreira y Vinuesa, 2013). Las
busquedas de similitud y agrupamiento de las secuencias codificantes (CDS) de
los 14 genomas se realizaron usando BLASTp por pares (Altschul et al. al., 1990)
y algoritmos OrthoMCL (Li et al.,, 2003). Los parametros establecidos para la
identificacion y agrupacién de genes fueron: valor de E <10 y una cobertura de
alineacion minima superior al 70%. El valor E es el numero de aciertos que uno

puede "esperar" por azar cuando se busca en una base de datos de un tamafo
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particular. Cuanto menor sea el valor de E, o mas cerca est¢ de 0, mas
significativa es la coincidencia (Altschul et al., 1990). Los grupos determinados a
partir de los analisis se definieron como: Genoma central: genes presentes en
todos los genomas; Genoma prescindible: genes presentes en mas de 1
genoma y menos de 12 y Genes unicos: genes presentes en menos de 2

genomas.

3.3.4 Clasificacion funcional de genes ortélogos (COGs)

Los ortdlogos son genes que se encuentran en diferentes especies y provienen de
un gen ancestral comun, generalmente presentan la misma funcién o familias
funcionales. Cada COG se define como el grupo de tres o mas proteinas que son
ortdlogas y se generan mediante la comparacion, todos contra todos, de
secuencias de proteinas codificadas en genomas completos secuenciados
(Tatusov et al., 2000). En la actualidad se han clasificado 25 grupos COG (Tabla
3.4)

Para asignar categorias COG a los genes de los 14 genomas se utilizé el script
Bac-genomics (Leimbach, 2016). El script utiliza RPS-BLAST+ (BLAST especifico
de posicion inversa) con un valor de E <102 contra la base de datos de dominios
conservados (CDD) del NCBI.
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Tabla 3.4. Clasificacién de los grupos COGs.

Simbolo Definicén
A Procesamiento y modificacion de ARN
Estructura y dindmica de la cromatina
Produccion y conversién de energia
Control del ciclo celular, division celular y particion cromosémica
Transporte y metabolismo de aminoacidos
Transporte y metabolismo de nucleétidos
Transporte y metabolismo de carbohidratos
Transporte y metabolismo de coenzimas
Transporte y metabolismo de lipidos
Traduccion, estructura ribosémica y biogénesis
Transcripcion
Replicacion, recombinacion y reparacion
Biogénesis de la membrana y pared celular
Movilidad celular
Modificacién postraduccional
Metabolismo y transporte de iones inorganicos
Biosintesis, transporte y catabolismo de metabolitos secundarios
Prediccion de funcion general
Funcién desconocida
Mecanismos generales de transduccién de sefales
Tréfico intracelular, secrecién y transporte vesicular
Mecanismos de defensa
Estructuras estracelulares
Estructura nuclear
Citoesqueleto

N<XS<CHOWITODUTVOZErX«—IOTMMUOW

3.3.5. Analisis GhostKOALA del pangenoma.

El pangenoma de la cepa P. thermoglucosidasius 23.6 se anotd por separo (core,
shell y cloud) utilizando GhostKOALA (KEGG Orthology And Links Annotation),
una herramienta interna de KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
que asigna numeros KO (KEGG Orthology) a cada una de los CDS mediante
busqueda GhostX contra la bases de datos "genus_ prokaryotes +
family_eukaryotes + viruses" con los algoritmos de reconstruccion Brite, Pathway
y Module (Kanehisa et al., 2016). La busqueda y reconstruccion de la rutas

metabdlicas se realizé utilizando el conjuntos de niumeros KO contra el médulo de
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referencia de KEGG. Se contaron para el core, shell y cloud el nUumero de genes

identificados para cada ruta KEGG.

3.3.6 Uso de codones

Un coddn esta formado por tres nucledtidos que codifica para un aminoacido
especifico. Existe un total de 64 codones distintos (61 codifican para aminoacidos
y 3 son codones de parada), pero solo hay 20 aminoacidos por lo que un
aminoacido puede ser codificado por varios codones. Existe una redundancia de
codones y por eso se dice que el codigo genético es degenerado. Los codones
que se traducen al mismo aminoacido se denominan sinénimos.

En los codigos genéticos de diferentes especies de microorganismos existe una
preferencia por ciertos codones sobre otros, generando una diferencia de
frecuencia en los codones sinénimos. A este fendmeno se le conoce como sesgo
en el uso de codones.

Conocer la frecuencia de aparicién de codones dentro de un genoma es esencial
en técnicas biolégicas comunes y en varios campos de estudio. Ademas, los
patrones de uso de codones sindnimos pueden ser una herramienta que nos
permita deducir posibles relaciones evolutivas entre especies, asi como

coevolucion huésped-patdogeno o bacteria-fago especificos (Athey et al., 2017).

Para calcular el sesgo del uso de codones de cada gen se ha utilizado el Script de
R, coRdon (Elek et al., 2020). El estadistico utilizado en el script es la medida
independiente de longitud y composicién (MILC, Measure Independent of Length
and Composition) (Supek y Vlahovicek, 2005) y normaliza los resultados de
acuerdo a la longitud de cada secuencia. Aunque el estadistico MILC es

independiente de la longitud hemos eliminado aquellas secuencias menores a 240
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nucledtidos ya que las secuencias cortas no tienen buena representacion de

algunos aminoacidos.

3.4. Resultados

3.4.1. Caracteristicas generales del genoma

La cepa Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 aislada de suelos de Dofiana
esta depositada en la Coleccién Espanola de Cultivos Tipo (CECT) con el numero
de registro CECT9776.

Los datos de secuenciacion muestran que Parageobacillus thermoglucosidasius
23.6 alberga en su interior 4 moléculas de ADN de doble cadena circular, a las

que se les ha denominado Tmp1, Tmp2, Tmp3 y Tmp4 (Figura 3.4)

Durante el ensamblaje del genoma se calculd el numero de lecturas de
secuenciacion para diferentes genes de Tmp1, Tmp2, Tmp3 y Tmp4, con la
intencidn de saber si las cuatro moléculas de ADN estaban presentes en la misma
proporcion. Se utilizaron como controles los genes de ARN ribosomal 23s y 16s,
ya que se conocia el numero exacto de copias existentes en el genoma (10
copias de cada uno), y genes que solo estuviesen representados una vez en cada

una de las cuatro moléculas de ADN (figura 3.5).
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Tmp3
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-36,4 % G+C

-62 CDS

-1 Transpo/Rec/Int

/ \\\ Tmp2
Y -102283 pb
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Tmp4

| -92CDS
- 6 Transpo/Rec/Int
- 55505 pb
-419% G+C

-72CDS
- 2 Transpo/Rec/Int

Tmp1

- 3870682 pb
-43,8 % G+C

- 3858 CDS

-7 ARNr 5s

- 10 ARNr 16s

- 10 ARNr 23s

- 101 ARNt

-5ARNNc

- 158 Pseudo genes

- 7 Regiones repetidas CRISPR
- 16 proteinas Cas-CRISPR

- 77 Transpo/Rec/Int

3.000.000l

Figura 3.4. Esquema y caracteristicas de las moléculas de ADN presentes en la

cepa Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6.

En la figura 3.5 se muestra que Tmp2 presenta un valor medio ligeramente
superior de lecturas que Tmp1 y Tmp3, pero las diferencias no son significativas y
sus intervalos de confianza se solapan. Los valores de Tmp1 y Tmp3 son muy
parecidos entres si y a los genes control (16s y 23s). Por el contrario Tmp4 tiene
el valor mas bajo de lecturas y su intervalo de confianza no solapa con las del
resto de moléculas de ADN y los genes control. Este resultado nos indica que

Tmp4 esta en menor proporcion que el resto de moléculas.
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Figura 3.5. Numero de lecturas de secuenciacion por gen de las cuatro moléculas
de ADN presentes en Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 y de los genes
de ARN ribosémicos 16s y 23s.

3.41.1. Tmp1

Tmp1 representa el elemento gendmico principal y es la molécula de ADN de
mayor tamafo, 3.870.682 pares de bases (pb) (numero de acceso en GenBank:
CP063414). Contiene 3914 genes de los cuales 3782 son secuencias que
codifican proteinas (CDS), entre estas hay 149 clasificadas como pseudogenes
por distintas razones como estar incompletas, tener un codén stop interno, etc. El
resto, esta constituido por 132 genes que no codifican proteinas: 10 ARN
ribosémicos (ARNr) 23s, 10 ARNr 16s, 7 ARNr 5s, 100 ARN transferente (ARNt) y
5 ARN no codificante (ARNnNc). El contenido de guanina mas citosina (G+C) es de
un 43,8 % un valor muy similar al resto de cepas de Parageobacillus

thermoglucosidasius (Tabla 3.3).
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Para comparar la distribucion funcional de los genes, se analizaron categorias de
COG (Figura 3.6). El 80% de los genes fueron anotados en COGs y los grupos
funcionales mas abundantes fueron prediccion de funcién general (R) y funcion
desconocida (S), grupos que representan un 23.5% del total de genes de
Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6. Aparte de esos dos grupos no
deterministas, el grupo COG mas numeroso fue el transporte y metabolismo de
aminoacidos (E), seguido de Transcripcion (K), produccién y conversion de
energia (C), transporte y metabolismo de carbohidratos (G) y metabolismo vy
transporte de iones inorganicos (P); el numero de genes es 305, 237, 222, 214 y
203, respectivamente. La principal diferencia de la cepa de estudio 23.6 con el
resto de cepas Parageobacillus thermoglucosidasius, es que presenta un mayor
numero de genes en el COG P, de media 27 genes P mas. En 2016, Gonzalez y
colaboradores (Gonzalez et al., 2016) patentaron la capacidad de solubilizar
fosfato inorganico a temperaturas altas de la cepa 23.6, una evidencia que podria

explicar el mayor numero de genes en el grupo P.

El programa CRISPRfinder encontré 7 regiones repetitivas en el genoma de la
cepa 23.6 y 15 proteinas CAS asociadas a CRISPR repartidas en dos operones,
uno con 7 proteinas y otro con 8, CRISPR 1 y 4 estan proximos a los operones
CAS. (Tabla 3.5). El tamafio de las regiones CRISPR (incluyendo el total de sus
espaciadores y secuencias repetitivas) es bastante variable, pudiéndose
encontrar regiones CRISPR pequefias, 364 pb (CRISPR 5) y otra bastante mas
grandes, 3966 pb, (CRISPR 6).
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Figura 3.6. Numero de genes de Tmp1 distribuidos por categorias COG. En rojo
las categorias COG mas representativas y en blanco grupos COG no

deterministas.

Tabla 3.5. CRISPR de Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6. Secuencias repetitivas, nimero

de espaciadores y proteinas CAS.

Gen/

Elemento Inicio Fin E . Genes Cas/ Region repetitiva
spaciador
Operén Cas 416998 426146 8 Cas8, Cas7, Casb, Cas3, Cas4, Cas1, Cas2, Casb
CRISPR 1 426329 427894 23 GTTTGTATCTTACCTATGAGGAATTGAAAC
CRISPR 2 1950331 1951749 21 GTTTTATCTTACCTATAAGGAATTGAAAC
CRISPR 3 1961174 1963338 32 GTTTTTATCTTACCTATAAGGAATTGAAAC
CRISPR 4 2433340 2434469 17 CTTTATATCCCA CTACGTTCAGATAAAAC
Operén Cas 2434680 2442759 7 Cas2, Cas1, Cas4l, Cas3, Cas5, Cas7, Casb6
CRISPR 5 3261418 3261782 5 GTTTGTATCTTACCTATGAGGAATTGAAAC
CRISPR 6 3269283 3273249 59 GTTTGTATCTTACCTATAAGGAATTGAAAC
CRISPR 7 3613750 3615850 31 ATTTCAATTCCTCATAGGTAAGATACAAAC
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Las regiones CRISPR juega un papel importante en la inmunidad contra
bacteriéfagos, en concreto los espaciadores son los elementos a los que se le
atribuye  esta funcion (Barrangou et al., 2007). Parageobacillus
thermoglucosidasius 23.6 tiene un total de 188 espaciadores distribuidos en los 7
CRISPR. En la tabla suplementaria 2.1 se recogen las homologias
correspondientes a los 41 espaciadores con un valor de E en Blastn superior a
0.01. La segunda columna hace referencia al microorganismo con el que presenta
mayor similitud, donde encontramos diferentes fagos y cepas de Geobacillus,
Parageobacillus, Bacillus, etc, todos Firmicutes.

Con el programa PHASTER identificamos que las cepas resultantes tienen fagos
integrados en sus genomas y el algoritmo Blast las identifica como secuencias de
estos fagos. En la ultima columna se anota el fago mas parecido que tienen
integrado estas cepas y principalmente se corresponde con el fago de
Geobacillus E2 (GVE2) (Wang y Zhang, 2008).

La mayoria de los espaciadores de la cepa 23.6 tienen similitud con GVE2 y
GVE3 (Van Zyl et al., 2015) indicando una posible resistencia a estos fagos.

Solo el 20 % de los espaciadores presentan una similitud alta con fagos, en
concreto con GVE2 y GVE3, lo que es consecuencia del escaso numero de fagos

termofilos estudiados y anotados que tenemos hoy en dia en las bases de datos.

Otra caracteristica a destacar de Tmp1 es el alto numero de elementos genéticos
moviles (MGE) presentes en su secuencia. Se considera MGE a todos los genes
anotados como transposasas, integrasas y recombinasas. En Tmp1 hay un total
de 77 MGEs de los cuales 36 estan anotados como pseudogenes. La gran
mayoria de estos MGEs se corresponden con transposasas (60) asociadas a
secuencias de insercion (1S): 1IS630, 1S1182, Tn3, ISKra4, 1S3, ISNCY, 1S91, IS66,
1S200/605, 1S982, 1S701, 1S256, 1S110, 1S21, 1S4. La gran variabilidad de

transposasas y el hecho de que aproximadamente el 50 % estén truncadas o
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incompletas parece indicar que los eventos de transposicion son frecuentes en el

genoma de Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6.

3.4.1.2. Tmp2

Tmp2 es la segunda secuencia de ADN en tamaino, 102283 pb, pudiéndose
considerar un megaplasmido (numero de acceso en GenBank: CP063415).
Contiene 101 genes de los cuales hay 8 pseudogenes y un ARN transferente. El
contenido en G+C es de 43,2%, muy similar a Tmp1.

De los 92 CDS que codifican proteinas en Tmp2, el 77% han sido anotados en
sus correspondientes COGs. Los COGs mas representados son Transcripcion (K;
8 genes), transduccion de sefales (T; 8 genes), metabolismo de aminoacidos (E;
7 genes), transporte de iones inorganicos (P; 6 genes), metabolitos secundarios

(Q; 6 genes) y conversién de energia (C; 5 genes).

Las proporciones de uso de codones en Tmp2 es muy similar al del genoma
principal (Tmp1; figura 3.7). Los valores de codones utilizados en cada gen se
concentran en torno al eje 1:1 al representarlos para cada uno de los elementos
genoémicos (Tmp1 y Tmp2), lo que sugiere que ambos elementos gendmicos

perduran en la especie desde sus inicios evolutivos.
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Figura 3.7. Representacion del sesgo del uso de codones entre los elementos

genomicos Tmp1y Tmp2.

En el plasmido hay una zona de 32668 pb que se extiende desde la posicidn
49248 a la 81916 que presenta un contenido en G+C bastante inferior, 34.47 %
(figura 3.8). Esta zona esta flanqueada por dos recombinasas/integrasas tipo
tirosina, contiene 7 de los 8 pseudogenes anotados y 5 de los 6 MGE detectados
en Tmp2, ademas, la mayoria de los genes en este fragmento no han podido ser
clasificados en COGs. Todo esto parece indicar que en esta zona del plasmido

han ocurrido eventos de transposicion.
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Circular_tmp2

102.283 bp

Figura 3.8 Representacion de los CDS de Tmp2. En rojo los genes unicos con un
contenido en G+C inferior (34,47 %). En azul los elementos mdviles genéticos

(recombinasas, transposasas e integrasas).

2.4.1.3. Tmp3

Tmp 3 tiene un tamafio de 50843 pb y un contenido en G+C del 36,4%, un valor

muy diferente a Tmp1 y Tmp2 (numero de acceso en GenBank: CP063416). Dos
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tercios de los 62 genes que tiene Tmp3 no estan dentro de ningun grupo COG y
la gran mayoria de estos genes estan anotados como proteinas hipotéticas. Los
grupos COGs dominantes en Tmp3 son replicacion, recombinacion y reparacion
(L) y trafico intracelular, secrecion y transporte vesicular (U) con 5 genes cada
uno.

Para esta molécula de ADN, el uso de codones en sus genes es muy diferente al
de los genes de Tmp1 (figura 3.9). Los valores se alejan del eje 1:1 indicando que
Tmp3 ha sido incorporado en la historia evolutiva reciente de la especie y
probablemente tenga un origen lejano al “core” de la cepa Parageobacillus

thermoglucosidasius 23.6.
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Figura 3.9. Representacion del sesgo del uso de codones entre los elementos

genomicos Tmp1y Tmp3.
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El resultado del ICEfinder ha detectado en Tmp3 un elemento integrativo y
conjugativo de 29906 pb de tamano, localizado entre las posiciones 15520-45425.
El elemento integrativo consta de 35 proteinas (Tabla 3.6). La gran mayoria son
de funcidon desconocida y estan relacionadas con especies del género
Geobacillus y otras especies del Phyllum Firmicutes. ORF 6, ORF 16, ORF 25,
ORF 34 y ORF 35 son proteinas que estan involucradas en sistemas de secrecion
tipo Il y tipo IV y tienen homologia con especies mesofilas como Bacillus cereus y
Clostridium argentinense.

El elemento integrativo descrito junto con la diferencia significativa en el uso de
codones con respecto al genoma principal nos indica que Tmp3 es un plasmido
constituido por ADN de microorganismos relativamente alejados al genero
Parageobacillus pero del mismo phylum Firmicutes y que han podido ser
adquiridos mediante conjugacion durante la historia evolutiva relativamente

reciente de la cepa.
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Tabla 3.6. ORF del elemento integrativo de Tmp3. Funcidn, posicién, tamafio y homologia.

ORF Rg:i';::f Nombre Posicién pb Tar;zno Especie homoéloga
1 p.004040 Tirosina recombinasa 15520-16461 942  Geobacillus stearothermophilus
2 p.004041 Proteina hipotética 16498-16960 462 -
3 p.004042 fic 16961-17804 843 Geobacillus subterraneus
4 p.004043 antitoxin VbhA 17596-17804 208 Lihuaxuella thermophila
5 p.004044 Proteina hipotética 17805-18248 443 -
6 - trak 18280-18444 165 -
7 p.004045 Proteina hipotética 18461-18838 377 Anoxybacillus caldiproteolyticus
8 p.004046 Proteina hipotética 19019-19240 221 Geobacillus subterraneus
9 p.004047 Proteina hipotética 19307-19486 179 -
10 p.004048 ASCH 19820-20056 236  Parageobacillus genomosp. 1
11 p.004049 Proteina hipotética 20224-20454 230 Bacillales
12 p.004050 Proteina hipotética  21150-21932 782 -
13 p.004051 tra'f‘;’ngc‘i’g;al 21952-22431 479 Bacillus thuringiensis
14 p.004052 Proteina hipotética 22500-23006 506 Bacillales
15 p.004053 Lisozima 23026-24609 1583 Bacillales
16 p.004054 Familia proteinas AAA 24734-27079 2346 Bacillales
17 p.004055 Proteina hipotética  27063-27476 413 Clostridium sp.
18 p.004056 Proteina hipotética 27488-28378 890 Bacillales
19 p.004057 Proteina hipotética 28389-28637 248 Bacillales
20 p.004058 Proteina hipotética  29010-29390 380 Bacillales
21 p.004059 Proteina hipotética 29733-30254 521 Bacillus thuringiensis
22 p.004060 Dominio DUF4320 30271-30666 395 Bacillus thuringiensis
23 p.004061 Proteina hipotética 30742-30987 245 Bacillus cereus
24 p.004062 Proteina hipotética 31019-31873 854 Bacillus sp. AFS098217
25 p.004063 T2SSE 31878-34215 2337 Bacillus cereus
26 p.004064 cpaF 32812-34215 1403 Bacillus sp. dmp10
27 p.004065 parA 34231-35058 827 Geobacillus kaustophilus
28 p.004066 cpaB 35071-36419 1348 Geobacillus kaustophilus
29 p.004067 Proteina hipotética 35913-36419 506 Geobacillus kaustophilus
30 p.004068 Proteina conjugativa  36457-38892 2435 Bacillus cereus
31 p.004069 S-Layer homology 38898-40043 1145 Bacillus cihuensis
32 p.004070 Proteina hipotética  40289-41491 1202 Geobacillus kaustophilus
33 p.004071 Proteina hipotética 41492-41864 372 Geobacillus kaustophilus
34 p.004072 T4SS transferencia ADN 41865-43778 1914 Clostridium argentinense
35 p.004073 mobA/mobL 43797-45425 1629 Aeribacillus pallidus
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2.4.1.4. Tmp4

Tmp4 es una molécula de ADN circular que tiene un tamafio de 55505 pb, un
contenido en G+C parecido a Tmp1 y Tmp2, 41.9% y consta de 72 genes
(numero de acceso en GenBank: CP063417).

El sesgo en el uso de codones entre Tmp4 y Tmp1 muestra algunas diferencias
(Figura 3.10) pero no tantas como con Tmp3. Los genes de Tmp4 se localizan

préximos al eje 1:1 pero hay cierta dispersion de los valores de Tmp1.
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Figura 3.10. Representacion del sesgo del uso de codones entre los elementos

gendémicos Tmp1y Tmp4.

El programa PHASTER identific6 en Tmp4 un fago en posicion 11748-55491, con
un tamafo de 43,7 Kb y un contenido en G+C del 42,34 %.
Imagenes por microscopia electrénica de transmisiéon (TEM) de la cepa

Parageobacillus thermoglucosidasisus 23.6 demostrd la presencia de un fago en
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el interior celular (Figura 3.11). Tiene una morfologia tipica del orden Caudovirales
(fagos con cola), en concreto de la familia Syphoviridae (Ackermann, 2007), cola

no contractil de 185 nm de longitud y cabeza hexagonal de 110 nm de diametro.

Membrana citoplasmatica

Pared
celular

Cabeza

L

Figura 3.11. En la imagen se muestra una célula en plasmdlisis (pérdida de
turgencia celular) junto con un fago localizado entre la pared celular y la

membrana citoplasmatica contraida (periplasma).

El analisis Blastn de los 72 genes de Tmp4 muestra homologia con genomas
bacterianos y viricos (Tabla 3.7). 21 genes tienen homologia con una secuencia
que esta anotada en el NCBI como un plasmido de Anoxybacillus sp. B7TM1. Al
introducir esta secuencia en el programa PHASTER identificamos la presencia de
un fago. Al realizar el mismo procedimiento con el resto de genomas bacterianos

también descubrimos la presencia de fagos integrados.
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El sesgo en el uso de codones de Tmp4 y el plasmido de Anoxybacillus sp. B7M1
muestra gran similitud (Figura 3.12), todos los genes se localizan junto al eje 1:1.
Por lo tanto Tmp4 esta estrechamente relacionado con un posible fago, aun no

descrito, presente en la cepa de Anoxybacillus sp. B7TM1.
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Figura 3.12. Representacion del sesgo del uso de codones del elemento

genomico Tmp4 y un plasmido de Anoxybacillus sp. B7TM1.

Basandonos en la busqueda de homologia mediante psi-Blastp, podriamos
asignar una funcion hipotética a 34 ORF (Tabla 3.7), que a su vez se pueden
englobar en cinco grupos funcionales. Dos de esos grupos han sido detectados
por las categorias COG: replicacion, recombinacion y reparacion (L) con 8 genes:
ORF1, ORF44, ORF48, ORF61, ORF64, ORF70, ORF71 y ORF72 y transcripcion
(K) con 6 genes: ORF5, ORF6, ORF8, ORF9, ORF50 y ORF63. Los otros tres
grupos son: proteinas estructurales y empaquetamiento del fago, con 13 genes:
ORF25, ORF26, ORF27, ORF28, ORF31, ORF32, ORF37, ORF38, ORF40,
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ORF41, ORF42, ORF43, ORF45; proteinas de lisis: ORF19 y ORF20 y proteinas
metabolicas ORF21, ORF34 y ORF56

Tabla 3.7. ORFs de Tmp4. Posicion, homologia y funcion.

ORF %e(:ﬁr;gﬁr Posicion pb Homologia Blast Funcion
1 p.004080 1-948 Phage Altai3 Recombinasa YgaJ
2 p.004081 945-1142 Geobacillus phage GBSV'1 Proteina hipotética
3 p.004082 1241-1381 Geobacillus phage GBSV1 Proteina hipotética
4 p.004083 1378-1563 Geobacillus phage GBSV'1 Proteina hipotética
5 p.004084 1563-1796 Geobacillus phage GBSV1 Proteina represora
6 p.004085 2066-2458 Phage Altai3 Regulador transcripcional xre
7 p.004086 2455-2727 - Proteina hipotética
8 p.004087 3308-4243 Phage Altai3 Helix-turn-helix proteina
9 p.004088 4231-5022 Phage Altai3 Proteina ParA
10 p.004089 5006-5338 Phage Altai3 Proteina hipotética
11 p.004090 5862-5999 - Proteina hipotética
12 p.004091 7203-7340 - Proteina hipotética
13 p.004092 7640-9019 G. subterraneus E55-1 plasmid Proteina hipotética
14 p.004093 9079-9642 Clostridium phage phiMMPO1 Proteina hipotética
15 p.004094 9758-10123 Thermoanaerosceptrum fracticalcis Proteina hipotética
16 p.004095 10233-10700 P. thermoglucosidasius C56-YS93 Proteina hipotética
17 p.004096 10775-11347 - Proteina hipotética
18 p.004097 11364-11723 Streptococcus phage 5093 Proteina hipotética
19 p.004098 11938-12729  Bacillus licheniformis strain H2 Glucosido hidrolasa
20 p.004099 12729-13145 Geobacillus phage GBSV1 Proteina de lisis
21 p.004100 13200-14684 Clostridium botulinum F str. 230613 Pectato liasa
22 p.004101 14725-15288 Clostridium phage phiCTC2A Proteina hipotética
23 p.004102 15301-16353 Brevibacillus phage Jenst Proteina de adhesion
24 p.004103 16365-18452 - Proteina hipotética
25 p.004104 18537-20294 Brevibacillus phage Jenst Proteina estructural virica
26 p.004105 20269-21651 Brevibacillus phage Jenst Proteina estructural virica
27 p.004106 21662-22048 Anoxybacillus sp. BTM1 plasmid Proteina estructural virica
28 p.004107 22048-22470 Anoxybacillus sp. B7TM1 plasmid Proteina estructural virica
29 p.004108 22482-24080 Anoxybacillus sp. BTM1 plasmid Proteina hipotética
30 p.004109 24077-24769 Anoxybacillus sp. B7TM1 plasmid Proteina hipotética
31 p.004110 24783-29120 Anoxybacillus sp. BTM1 plasmid Proteina de cola virica
32 p.004111 29113-29472 Anoxybacillus sp. B7TM1 plasmid Proteina unién cola virica
33 p.004112 29514-29924 Anoxybacillus sp. B7TM1 plasmid Proteina hipotética
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chitobiase/beta-

34 p.004113 29996-30829 Anoxybacillus sp. B7TM1 plasmid h o
exosaminidase

35 p.004114 30843-31238 Anoxybacillus sp. B7TM1 plasmid Proteina hipotética

36 p.004115 31238-31750 Anoxybacillus sp. B7TM1 plasmid Proteina hipotética

37 p.004116 31755-32165 Anoxybacillus sp. B7TM1 plasmid Proteina unién cabeza-cola

38 p.004117 32162-32719 Anoxybacillus sp. B7TM1 plasmid Conector cabeza gp6

39 p.004118 32767-33006 Anoxybacillus sp. B7TM1 plasmid Proteina hipotética

40 p.004119 33023-34264 Anoxybacillus sp. BTM1 plasmid " roeina pﬂr}‘(‘g?a' capsida

41 p.004120 34370-35110 Anoxybacillus sp. B7TM1 plasmid Proteasa cabeza HK97

42 p.004121 35184-37196 Anoxybacillus sp. B7TM1 plasmid Proteina portal

43 p.004122 37218-38633 Anoxybacillus sp. B7TM1 plasmid  Subunidad grande terminasa

44 p.004123 38827-39651 Recombinasa XerD

45 p.004124 39659-40588 Anoxybacillus sp. B7TM1 plasmid Subunidad pequefa terminasa

46 p.004125 40714-40902 - Proteina hipotética

47 p.004126 41049-41324 Anoxybacillus sp. BTM1 plasmid Proteina hipotética

48 p.004127 41480-42712 Anoxybacillus sp. BTM1 plasmid Metilasa de ADN

49 p.004128 43265-43552 - Proteina hipotética

50 p.004129 43631-44110 Phage Altai3 ARN polimerasa

51 p.004130 44372-44566 Geobacillus phage GBSV'1 Proteina hipotética

52 p.004131 44805-45008 Bacillus phage Wes44 Proteina hipotética

53 p.004132 45022-45522 Geobacillus phage GBSV'1 Proteina recombinacién U

54 p.004133 45617-45778 - Proteina hipotética

55 p.004134 45768-46022 - Proteina hipotética

56 p.004135 46362-46931 Anoxybacillus phage A403 DUTPasa

57 p.004136 47036-47386 Deep-sea thermophilic phage D6E Proteina hipotética

58 p.004137 47419-47763 P. thermoglucosidasius C56-YS93 Proteina hipotética

59 p.004138 47760-47993 Deep-sea thermophilic phage D6E Proteina hipotética

60 p.004139 47990-48178 Geobacillus sp. Y4.1MC1 Proteina hipotética

61 p.004140 48202-49014 Anoxybacillus sp. B7TM1 plasmid Adenina metilasa N6

62 p.004141 49029-49547 P.thermoglucosidasius C56-YS93 Proteina hipotética

63 p.004142 49563-49745 Geobacillus phage GBSV'1 Proteina hipotética

64 p.004143 49807-50793 Streptoccocus thermophilus phage Citosina metiltransferasa

65 p.004144 50943-51509 P. thermoglucosidasius C56-YS93 Proteina hipotética

66 p.004145 51509-51703 A. caldiproteolyticus strain U458 Proteina hipotética

67 p.004146 51706-52233 A. flavithermus WK1 Proteina hipotética

68 p.004147 52289-52465 A. caldiproteolyticus strain U458 Proteina DUF5320

69 p.004148 52467-52784 - Proteina hipotética

70 p.004149 52800-53753 A. caldiproteolyticus strain U458 Proteina replicacion

71 p.004150 53638-54387 Geobacillus phage GBSV'1 Proteina replicacion

72 p.004152 54589-55491 Phage Altai3 Recombinasa RecT

Se encontraron 14 regiones con una identidad de secuencia de nucledétidos del
100% con espaciadores CRISPR, dos en Parageobacillus thermoglucosidasius
C56-YS93 (ORF15 y ORF 65), uno en Geobacillus sp. Y4.1MC1 (ORF60) y once
en Tmp1 (ORF 5, ORF 6, ORF 13, ORF 14, ORF 50, ORF 51, ORF 52, ORF 54,
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ORF 57 y ORF 58). Hay que destacar que ORF 5 y ORF 6 son reguladores
transcripcionales XRE que codifican proteinas involucradas en la regulacién de
entrada en ciclo litico o lisogénico. Es posible que estos espaciadores cuando son
transcritos a ARN lleven a cabo una regulacion post-trascripcional de los genes
represores degradando sus ARN vy por lo tanto impidiendo que el fago entre en
ciclo lisogénico.

El alto numero de espaciadores de Tmp1 que tienen homologia con genes de
Tmp4 y la diferencia significativa en el numero de lecturas de secuenciacion
(Figura 3.5) indica que el fago presente en Tmp4 no se integra en el genoma

principal de Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6.

La homologia de genes de Tmp4 con espaciadores CRISPR de otras cepas
sugiere que Tmp4 o un fago muy similar también infectd6 a estas cepas en el

pasado.

Tmp4 es un fago termdfilo que interactia con 23.6, como nos indican los
espaciadores CRISPR en Tmp1 y se parece mucho a un posible fago presente en
Anoxybacillus sp. BTM1 como indica la homologia de secuencias (Tabla 3.7) y el

sesgo en el uso de codones (Figura 3.12).

3.4.2 Pangenoma

Para obtener una vista general del contenido gendmico, se calcularon y
visualizaron tanto el genoma central como los pangenomas de las 13 cepas de
Parageobacillus thermoglucosidasius registradas en el NCBI (Tabla 3.3) mas la
cepa 23.6 en estudio.

El numero de genes del genoma central disminuy6 rapidamente con la adicién de

genomas y se estabilizé lentamente después de afiadir el décimo genoma,
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indicando que los genomas disponibles definen el genoma central de esta especie
y podemos considerarlo aproximadamente como cerrado (Figura 3.13.A).

El pangenoma mostré un total de 5050 genes, aumentando a una media de 103
genes por genoma anadido. El valor de crecimiento exponencial cuando se
agregd el ultimo genoma es de 0.325; por tanto, el pangenoma podria

considerarse abierto (Figura 3.13.B).

La comparacion gendémica de Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 con el
resto de cepas se puede dividir en tres grupos (Figura 3.14):

- Genes que 23.6 comparte con 13 o 12 cepas (Core o genoma central),
constituido por 3111 genes localizados principalmente en Tmp1 (85.7 %), solo 7
genes se encuentran en Tmp2 (7 %).

- Genes prescindibles, son aquellos que 23.6 tiene en comun con unrangode 2 a
11 cepas (Shell), formado por 349 genes de los cuales 294 se localizan en Tmp1
(8.1 %), 51 en Tmp2 (65.4 %)y 4 en Tmp3 (6.45 %).

- Genes unicos (Cloud), solo estan presentes en 23.6 o0 una cepa mas, constituido
por 318 genes distribuidos entre Tmp1 (226, 6.2 %), Tmp2 (34, 37 %) y Tmp3 (58,
93.5 %).

Tmp4, al identificarse como un fago, no se ha incluido en esta agrupacién pero

sus 72 genes se clasifican como unicos porque no se han encontrado en otras

cepas de la especie.
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Figura 3.13. Genoma central (A) y pangenoma (B) de la especie Parageobacillus

thermoglucosidasius a fecha Julio 2021.
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Al tratarse de cepas de la misma especie era de esperar que la gran mayoria de
los genes (85,7 %) se encuentren en todas las cepas estudiadas. Sin embargo,
seran los genes unicos de 23.6, o aquellos que comparte s6lo con alguna cepa,

los que proporcionen la informacién mas relevante.
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Figura 3.14. Distribucion del genoma central, genes prescindibles y genes unicos

en tres moléculas de ADN de Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6.

El 55,4 % de los genes de Tmp2 estan presentes solo en algunas de las cepas
estudiadas, indicando que esta molécula de ADN se adquiri6 en un momento
evolutivo temprano de la especie y se ha mantenido a lo largo del tiempo.
Ademas, Tmp2 presenta un 37 % de genes unicos que estan localizados
principalmente entre dos tirosinas recombinasas descritas anteriormente y se
corresponden con los genes de menor contenido en G+C (Figura 3.8).

Por el contrario, el 93,5 % de los genes de Tmp3 son unicos para la cepa 23.6. Si
sumamos este hecho junto con el bajo contenido en G+C (36.4 %), el sesgo en el

uso de codones y la presencia de elementos conjugativos en su secuencia,
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podriamos decir que Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 ha adquirido

recientemente esta molécula.

El pangenoma de 23.6 ha revelado que el 6.2 % de los genes de Tmp1 son
unicos (cloud) y en concreto un 4 % son exclusivos de esta cepa. El analisis COG
no ha conseguido asignar un grupo al 48.6 % de los genes unicos. Aquellos que si
han sido categorizados se agrupan principalmente en transporte y metabolismo
de lipidos (l); metabolismo y transporte de iones inorganicos (P); replicacién,
recombinacién y reparacion (L); transporte y metabolismo de aminoacidos (E);
transporte y metabolismo de carbohidratos (G); con 12, 9, 8, 7 y genes

respectivamente.

La capacidad metabdlica de los genes englobados en el core, shell y cloud de la
cepa 23.6 se evalud por separado mediante la herramienta de reconstruccion de
rutas GhostKOALA (Tabla 3.8). Los resultados indicaron que las rutas completas
estan localizadas en el genoma centran (core), con un total de 64 rutas (destacar
que a 1364 genes no se le han asignado un numero KO). La categoria KEGG con
mayor numero de genes es el metabolismo. En el core, el metabolismo de
carbohidratos, metabolismo de aminoacidos y metabolismo de coofactores y
vitaminas son las categorias que mas genes representan. A un gran numero de
genes prescindibles (58 %) y genes unicos (64 %) no se le han asignado un
numero KO. Los genes que han sido clasificados se concentran en el
metabolismo de carbohidratos (shell y cloud), metabolismo de lipidos (cloud),
biodegradacion y metabolismo de xenobidticos (shell), procesamineto de
informacion ambiental y procesos celulares (Tabla 3.8). El procesamiento de la
informacion genética se encuentra exclusivamente en el genoma principal.

Por lo tanto, los resultados muestran que el genoma prescindible y los genes

unicos han enriquecido principalmente las rutas metabdlicas (biosintesis de
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metabolitos secundarios, biosintesis de coofactores, degradacion de compuestos
aromaticos y metabolismo de acidos grasos), transportadores ABC, sistema de
fosfotransferasas y quorum. Esto puede deberse a la existencia se isoenzimas
especificas de estas rutas que la cepa 23.6 ha adquirido por transferencia

horizontal de genes.

Tabla 3.8. Numero de genes del Core, Shell y Cloud en la diferentes categorias KEGG

Numero de genes

Categorias KEGG representadas

Core Shell Cloud
Metabolismo 1569 72 43
Metabolismo del carbono 106 3 1
Metabolismo de carbohidratos 388 28 10
Metabolismo energético 144 5 2
Metabolismo de lipidos 79 3 10
Metabolismo de nucleétidos 89 1 4
Metabolismo de aminoacidos 309 8 6
Metabolismo de otros aminoacidos 63 0 2
Biosintesis y metabolismo de glicanos 41 2 0
Metabolismo de cofactores y vitaminas. 185 2 2
Metabolismo de terpenoides y policétidos 25 2 1
Biosintesis de otros metabolitos secundarios 35 0 3
Biodegradacion y metabolismo de xenobidticos 105 18 2
Procesamiento de informacion genética 203 3 3
Transcripcion 5 0 0
Traduccién 82 0 0
Plegado, clasificacion y degradacion 48 0 0
Replicacion y reparacién 68 3 3
Procesamiento de informacién ambiental 248 30 10
Transporte de membranas 145 27 8
Transduccion de senales 103 3 2
Procesos celulares 165 12 18
Transporte y catabolismo 9 0 1
Motilidad celular 60 3 1
Ciclo celular 15 0 1
Comunidad celular 81 9 15
Inclasificados 933 233 155
Total 3118 350 229
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Al representar los genes unicos junto a los MGE en Tmp1 observamos que se
localizan de forma agrupada en zonas concretas del genoma (Figura 3.15). A
grandes rasgos se pueden diferenciar tres zonas donde se localizan estos genes.
Una zona grande localizada en la zona terminal de la replicacién y dos zonas mas
pequenas situadas a ambos lados del origen de replicacién. La asociacion entre
genes unicos y MGE indica la existencia de zonas mas permisivas o puntos

calientes de transferencia horizontal de genes.

Tmpl
3.870.682 bp

Figura 3.15. Localizacion de los genes unicos (barras grises) y elementos méviles

genéticos (barras azules) de Tmp1.
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Los genes unicos de Tmp1 y Tmp2 tienen un sesgo en el uso de codones
bastante notable con respecto a la molécula de ADN donde se localizan (Figura
3.16 A,B). En la representacion del sesgo de usos de codones de Tmp1 y Tmp2

estan eliminados los genes unicos correspondientes a cada molécula.

Si observamos la figura 3.16 (A) vemos como algunos genes unicos estan
préximos a la linea 1:1 o desplazados a su izquierda donde se localizan la gran
mayoria de los genes de Tmp1. Esto nos puede indicar que el origen de esos
genes podria estar en especies 0 géneros cercanos a Parageobacillus
thermoglucosidasius o que son eventos conservados en la historia evolutiva de la
cepa 23.6.

Por el contrario, otro grupo de genes unicos estan desplazados a la derecha de la
linea 1:1, al igual que algunos genes de Tmp1. Esta similitud en el sesgo del uso
de codones entre genes unicos y otros genes de Tmp1 podria reflejar la
posibilidad de que un numero mayor de genes pudieran haberse adquirido por
HGT en Tmp1.

En el sesgo del uso de codones de Tmp4 (fago) con respecto a Tmp1 (Figura
3.10) ocurre algo similar que con los genes unicos. Hay genes dentro de Tmp1
que estan desplazados a la derecha de la linea 1:1 y tienen mas similitud con los

genes de Tmp4, sugiriendo la presencia de secuencias viricas en Tmp1.
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Figura 3.16. Representacion del sesgo del uso de codones de los elementos
genomicos y genes: (A) Tmp1 y genes unicos de Tmp1 (Tmp1u) y (B) Tmp2 y

genes unicos de Tmp2 (Tmp2u).
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Si comparamos estos genes unicos con Tmp3, que es un plasmido que presenta
genes relacionados con la conjugacién bacteriana y que claramente la cepa 23.6
ha adquirido recientemente, observamos que el sesgo en el uso de codones es
practicamente idéntico (Figura 3.17). Que los genes unicos de Tmp1 y Tmp2
coincidan con el sesgo de uso de codones de Tmp3 indicaria que el origen de
esos genes es foraneo y que se han transmitido por transferencia horizontal y

posiblemente compartiendo un origen comun.

U

508 . Tmpi1_2U
+ Tmp3

Tm

0.4

04 0.6 08 1.0 12
Tmp3
Figura 3.17. Representacion del sesgo del uso de codones entre los elementos

genomicos Tmp3 y genes unicos de Tmp1y Tmp2 (Tmp1_2u).

Se observa que la transferencia horizontal de genes en la cepa 23.6 ocurre entre
las moléculas Tm1, Tmp2 y Tmp3 aunque desconocemos cual es el flujo
prioritario y también entre Tmp4 (o fagos relacionados) y Tmp1. Posiblemente la
incorporacion de ADN exogeno sea un evento de HGT importante en la historia

evolutiva de la cepa 23.6 pero no es facil de determinar inequivocamente.
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3.5. Discusion.

Los géneros Geobacillus 'y Parageobacillus estan constituidos por
microorganismos termofilos que se pueden aislar practicamente de cualquier
ambiente. Este caracter ubicuo hace que nos planteemos cuales son los
mecanismos por el cual estos microorganismos son capaces de vivir en

condiciones que no son Optimas para su crecimiento.

El genoma principal (Tmp1), tiene caracteristicas muy similares a los genomas de
Parageobacillus thermoglucosidasius publicados en la base de datos del NCBI
(Tabla 3.3). Una caracteristica de esta especie es que tiene los genomas mas
grandes dentro del género Geobacillus, esto podria reflejar los requisitos de
codificacion adicionales asociados con el crecimiento anaerdbico, las regiones
CRISPR, asi como los genes de funcién desconocida que se encuentran entre los
elementos transponibles de Parageobacillus thermoglucosidasius (Hussein,
2015).

Las otras tres moléculas de ADN estan formadas por dos plasmidos (Tmp2 y
Tmp3) y un fago (Tmp4). La presencia de plasmidos en las cepas de
Parageobacillus thermoglucosidasius es bastante comun (Tabla 3.3), siendo la
especie que mayor numero de plasmidos presenta en este género. Por el
contrario los fagos descritos para esta especie y para todo el género son muy
reducidos, en concreto solo hay 6 fagos descritos que infectan a especies del
género Geobacillus y Parageobacillus anotados en el NCBI (Tabla 3.2).

A grandes rasgos la cepa 23.6 y por extension el resto de cepas de la especie
tienen todas las herramientas necesarias para el intercambio de material genético.
La transferencia horizontal de genes se puede llevar a cabo por cuatro
mecanismos diferentes (Figura 3.3): transformacién, traduccién, conjugacién vy

GTAs (Furuya y Lowy, 2006). Las caracteristicas gendmicas de la cepa 23.6 y el
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sesgo en el uso de codones de las diferentes moléculas de ADN y genes unicos

indican que lleva a cabo los tres mecanismos.

El pangenoma de las cepas de Parageobacillus thermoglucosidasius es abierto,
por tanto, los genomas podrian ganar o perder genes con una alta frecuencia. En
el analisis de las rutas KEGG los genes relacionados con el procesamiento de la
informacion genética y las rutas metabdlicas centrales (glucdlisis, ciclo de Krebs,
pentosas fosfatos etc.) se localizan exclusivamente en el genoma central. Por el
contrario, los genes de shell y cloud esta relacionados con el metabolismo y
sefalizacion y procesos celulares. El hecho de que los genes prescindibles y
genes unicos estén enriquecidos en rutas de metabolismo de acidos grasos,
degradacion de compuestos aromaticos, Dbiosintesis de coofactores,
transportadores y sistemas de defensa es indicativo de la interaccion de estos
microorganismos con el medio ambiente.

Los genes unicos y genes prescindibles estan involucrados en funciones
especificas de la especie que no parecen ser esenciales para su desarrollo, pero
podrian conferir ventajas selectivas para la adaptacion a diferentes nichos
(Zeigler, 2014). Diferentes estudios han llegado a la conclusién de que la
transferencia horizontal de genes es el motor evolutivo del género Geobacillus y
Parageobacillus (Bezuidt et al., 2016; Esin et al., 2018 y Wang et al., 2020)
haciendo posible que estos microorganismos se adapten rapidamente a cambios

en su medio ambiente y al aprovechamiento de nuevos nichos disponibles.

El pangenoma de la especie Parageobacillus thermoglucosidasius ha identificado
tres puntos calientes de transferencia horizontal de genes, que estan localizados
préximos al origen de replicacion y en la zona terminal de la replicacion en el
genoma. Un estudio mas completo llevado a cabo con un total de 5073 genomas

de Geobacillus, Parageobacillus y Anoxybacillus (Esin et al., 2018) no habla de
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puntos calientes si no de zonas permisivas de HGT mas amplias y sugiere que el
crecimiento rapido de estos microorganismos y la capacidad de formar esporas,
limitan conjuntamente las zonas del genoma donde los eventos de HGT suelen

ocurrir, concentrandolos en estas tres zonas descritas.

La integracion de un gen por HGT en la célula huésped es un evento dificil porque
pueden existir incompatibilidades como: cddigos genéticos diferentes, patrones de
usos de codones desviados, dependencias con otros componentes moleculares
etc. (Sorek et.,, al 2007). Algunos autores consideran que la transferencia
horizontal de genes del género Geobacillus y Parageobacillus ocurre
principalmente entre géneros cercanos, como por ejemplo Anoxybacillus (Goh et
al., 2014 y Urbieta et al., 2015). En el caso de la cepa 23.6 muchos de los genes
unicos tienen una mayor homologia (por Blast) con genes de otras especies de
Parageobacillus, Geobacillus y Anoxybacillus, incluso Tmp4 (fago) muestra una
gran homologia con un posible fago presente en un plasmido de Anoxybacillus
sp. B7M1. Por lo tanto, los resultados del Blast nos indica la estrecha relacion
existente entre estos géneros, aunque debemos tener en cuenta que la cercania
evolutiva de los géneros puede estar enmascarando eventos de HGT de origen
lejano filogenéticamente.

Todos los autores coinciden en que el género Parageobacillus tiene una gran
diversidad gendémica (Bezuidt et al., 2016; Mohr et al., 2018; Esin et al., 2018 y
Wang et al, 2020), destacando su potencial biotecnologico al tratarse de
microorganismos termofilos (Najar y Thakur, 2020). Estas caracteristicas son
contradictorias a que los eventos de HGT solo ocurran entre estos géneros, ya
que si esto fuese asi los pangenomas observados seria de esperar que fuesen
mas cerrados.

Tmp3 y su relacién en el sesgo de uso de codones con los genes unicos de Tmp2

y Tmp1 es una evidencia importante de que la cepa Parageobacillus
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thermoglucosidasius 23.6 ha intercambiado material genético con
microorganismos mesofilos mas alejados (Clostridium sp, Bacillus thurigiensis,

etc.) pero mayoritariamente dentro del Phylum Firmicutes.

Los bacteriéfagos son las entidades biolégicas mas abundantes en la tierra
(Breitbart y Rohwer, 2005) y las estimaciones de particulas virales (VLPs, virus-
like particles) en suelo varia de 1,5 x 10® a 4,1 x 10° por gramo de suelo y
depende de la localizacion geografica y la composicion del suelo (Adriaenssens et
al., 2015). También son de gran importancia para comprender la transferencia
genética, la diversidad y la evolucion de los microorganismos (Campbell, 2003).
Los fagos termdfilos estdn muy poco estudiados y si nos referimos a fagos que
infecten a especies del género Geobacillus y Parageobacillus solo existen 6 fagos
descritos (Tabla 3.2) aunque todo parece indicar que la relacion de estos
microorganismos con los fagos es bastante frecuente, como nos indica el alto
numero de CRISPR presente en sus genomas y la homologia de los espaciadores
con secuencias viricas (Tabla suplementaria 3.1).

Una busqueda en el programa Phaster introduciendo los genomas anotados de
Geobacillus y Parageobacillus ha identificado un total de 64 posibles fagos (Tabla
supletoria 3.2), integrados en el genoma o anotados como un plasmido. Con
frecuencia se han identificado dos fagos en una misma cepa, incluso algunas
cepas como Geobacillus sp. MMMUD3 muestran cuatro posibles fagos. El fago de
Geobacillus E2 y el de Thermus OH2 son los que mayor homologia presentan,
pero posiblemente esto se deba a la falta de fagos termdfilos anotados en las
bases de datos.

Aunque los fagos descritos para los géneros Parageobacillus y Geobacillus
presentan una alta especificidad por su huésped (Liu et al., 2006; van Zyl et al.,
2015), analisis de desviacion del uso de tetranucledtidos sugieren que sus

huéspedes no tienen porque ser el anfitridn dominante en la naturaleza (van Zyl et
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al., 2015). Este hecho junto con la gran cantidad de espaciadores que presentan
homologia con diferentes fagos indica que los genomas de estos géneros estan
fuertemente influenciados por fagos, siendo un elemento importante en la

transferencia horizontal de genes y en su diversidad gendmica.

2.5. Conclusiones

La importancia de estudiar el genoma de Parageobacillus thermoglucosidasius
23.6 viene infundada por el caracter ubicuo de estos microorganismos termofilos.
Descifrar los genes que gobiernan a estos microorganismos nos ayudaria a
entender porque viven en condiciones que no son dptimas para su crecimiento. La
secuenciacion del genoma de Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6
identificd cuatro moléculas de ADN circular de doble cadena: EI genoma principal
o Tmp1 (3.870.682pb), Tmp2, un megaplasmido (102283pb) con unas
caracteristicas muy similares a Tmp1, Tmp3 (50843pb) tiene unas caracteristicas
muy diferentes al genoma principal y un bacteriofago, Tmp4 (55505pb).

La informacién encerrada en su secuencia nos indica que la cepa 23.6 tiene un
gran numero de genes involucrados en el metabolismo energético pudiendo
obtener energia de diferentes fuentes.

P. thermoglucosidasius 23.6 tiene todas las herramientas genomicas necesarias
para el intercambio genético (transformacion, conjugacién y traduccion) y lo puede
llevar a cabo entre géneros proximos (Anoxybacillus) y otros mas alejados
(Clostridium). Esta gran predisposicion al intercambio de material genético genera
pangenomas abiertos y aumenta el numero de genes unicos que confiere una
ventaja selectiva ante posibles cambios ambientales. Estos genes se concentran
principalmente en puntos calientes de HGT, localizados a ambos lados del origen
de replicacién y en la zona terminal de la replicacion. El fago secuencidao (Tmp4)

pertenece a la familia Syphoviridae, tiene homologia con un posible fago presente
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en un plasmido de Anoxybacillus sp. B7/M1 y no se integra en el genoma principal
(Tmp1). El alto numero de espaciadores presentes en las regiones repetitivas
CRISPR con o sin homologia con fagos anotados en la base de datos, refleja la
estrecha relacion que tiene la cepa 23.6 con distintos fagos y su influencia en la

diversidad gendmica.
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3.8. Anexos

Analisis genomico de la cepa Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6

Tabla suplementaria 3.1. Espaciadores CRISPR presentes en Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 con homologia a otras secuencias viricas.

Espaciador Cepa Valor E Referencia Fago
GCGAATATAGATGATTTAGACAAAATCATCGAAAAG Clostridium tyrobutyricum 0.014 CP038158 GVE2
ACGTAGCATTGCAGCAGTAGCAAATAACCGCATTGTGC Bacillus sonorensis 1.1e-04 CP021920 -
CTAACTTTTTCAAAAATTGGTCATAATGCCGTACTAGA Geobacillus sp. Y412MC52 4e-09 CP002442 GVE2
CCAGCATTTCACGGCAGATATAACGGGCGATTTTTT Geobacillus virus E3 7.7e-06 KP144388 GVE3
CTTTATTTAATATTTCTTTAGTAACATCTAACTCCATG Bacillus thuringiensis HD-771 0.019 CP003752 7 Fagos
CGAAGTAATCTTGAAAACAGCAGCACAGGCTGCCTGGGAGT Parageobacillus thermoglucosidasius C56-YS93 1.3e-09 CP002835 GVE2
TATTTCCGGCGTGGAGATGGGATGATATGGGATTCGGT Parageobacillus thermoglucosidasius C56-YS93 1.3e-09 CP002835 GVE2
GCGCGACAAAGACGGACATTTTAATCCCTTCAAC Parageobacillus thermoglucosidasius C56-YS93 9.2e-08 CP002835 GVE2
TACGAATTTTCAATTGTTGATGAAGTATATACAAA Bacteroides fago Barc2635 0.021 MNO078104 Barc2635
TCCGCGCCTTGTTCGATCTCTCCTGAATCCCGTAAGT Marinitoga camini virus 2 0.002 KP836356 virus 2
ACGTATATCACCAACGTTTCAACGTGGCGGCAAAGC Geobacillus sp. 46C-lla 2.3e-05 CP061474 GVE2
GTCCTGAATCGACCTTCAAAAAATATCATGATATTGTC Geobacillus virus E2 1.9e-07 NC_009552 GVE2
TGTGTCTACCATTCATCAAAGGCTTCACTGTACTAC Parageobacillus thermoglucosidasius C56-YS93 8.5e-05 CP002835 GVE2
ATCCACAATCCTTGGACGTGGGCATCAGGTGAGGCTAA Mycobacterium fago Bromden 0.005 MH576973 Bromden
CAGGGTGAAGGGGGGTCTGGTAACGCTCAACCTTCT Phage phi OH2 1e-04 AB823818 phi OH2
GTATCCGATAGTTCACGAACAAAAATCGTGGAAGCCT Aeribacillus pallidus P18 0.005 AP022323 Strept 315.5
CTACTTCATACATGCTTAATTCATTATCTTTTAAAC Staphylococcus fago IME-SA4 0.005 KP735928 IME-SA4
TCCAAGCTGTTGTCGATGCGGTACACGATACGGAT Parageobacillus thermoglucosidasius C56-YS93 3.2e-08 CP002835 GVE2
TAACTCAATCCTTTTCCTGTTTGTTCATATGTCTC Geobacillus virus E3 3.3e-09 KP144388 GVE3
TAACCAACCATGAAAATACTTTCTCCGAATTGATCGC Geobacillus virus E3 3e-10  KP144388 GVE3
AAATGAATATACCTTACGGTGTTTGTGCTTGCTTGT Geobacillus virus E3 2.8e-05 KP144388 GVE3
AAACAGTACGGATATATGAGGCGTGAACGTCGTCAAAA Geobacillus thermodenitrificans KCTC39 2.4e-06 CP017694 GVE2
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Espaciador Cepa Valor E_Referencia Fago
CACGAATTTGAGCAAGTGACAATTCGTAAATAAAATCA Plasmido pGspE55-2 de Geobacillus sp. E55-1 5.2e-08 AP022559 GVE2
AAAAATACAAACAAGGAACAGAACAGCGTGAGTAT Anoxybacillus kamchatkensis G10 0.001 CP025535 phi OH2
TCTGCTATATGGACCCATTCGCGTCCGCCTGTGTTC Parageobacillus thermoglucosidasius C56-YS93 1.1e-08 CP002835 GVE2
GCTTCAAAATCAATGTCTTTCCACTTCAAAGCTAATA Lactobacillus fago phi EF-1.1 0.001 MF041990  phi EF-1.1
TTTAGCTCGGCGGTTGCGTAGTTAAGCCGCCTTGCTA Plasmido pGspE55-2 de Geobacillus sp. E55-1 3.5e-04 AP022559 GVE2
CGCAACCAATGTGAGAGTCACTGCTGCAAAAGACGCG Geobatcillus sp. Y4.1MC1 3.5e-09 CP002293 -
GTTGCAGCTCAAAGAGTTTTTGAAGATTCATTGTTA Caldibacillus fago CBP1 1.6e-07 MF595878 CBP1
CACTGTATTAGAAGGGCGAGAAAGACGTTATACGATCAA Vibrio fago vB_VpaS_KF4 0.021 MF754114 vB_VpaS_KF4
TATACACGATATTGTACATCCATGCTTTCCTTGTCATA Geobacillus thermodenitrificans KCTC39 8.8e-06 CP017694 GVE2
GCGGATATTCTTTTAAAGTCAATTCTGCTTCTGCTGTGAT Anoxibacillus (plasmido pBstUI51) 7e-04  CP064061  Bacter_Lily
AGGACATCGGCGACAGTGTCATCGGGCGGTCGATCGAT Gordonia fago NosilaM 0.014 MK376962 NosilaM
CTGAATATTTTCCTAACATGTGCTTTGGCAACGCTA Geobacillus virus E2 1e-05 NC_009552 GVE2
AAAAACGAAGCATTTCTCAAAGCCGTAGGAGAAGC Geobacillus virus E2 4e-05 NC_009552 GVE2
CTGAATGTTTTCTGTCGCCAGAGCAGTCAGAGGTGTATA Geobacillus virus E2 1e-06 NC_009552 GVE2
TTCCACAACTCAATCGTTTTTGCTTTGATCGTATCC Geobacillus virus E2 0.006 NC_009552 GVE2
TTTGTTTCGCCGCTTCAATACCATCAATAACCTCACTG Anoxybacillus sp. BTM1 8e-08 CP015436.1 phi OH2
TCACGCTCGAAGAATATAAAGAAATTACAGGTGAAG Lactobacillus fago vB_Lga_AB1 0.006 MW476489.1 vB_Lga_AB1
CATCATTTGATTCTCTCTGAATTCAACTTTCGTTCA Parageobacillus thermoglucosidasius C56-YS93 2e-08 CP002835 GVE2
ATCTTTTAGTTTTTGCATCACAAGCACATGGCGTAA Geobacillus sp. Y4.1MC1 1e-04 CP002293 -
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Tabla suplementaria 3.2. Caracteristicas de los fagos identificados con el programa Phaster en

cepas de Parageobacillus y Geobacillus

Cepa

Tamaiio Kb % G+C Fago mas parecido

Parageobacillus thermoglucosidasius C56-YS93

Parageobacillus thermoglucosidasius TNO-09.020
Parageobacillus thermoglucosidasius DSM 21625
Parageobacillus thermoglucosidasius DSM 21625
Parageobacillus thermoglucosidasius W-2
Parageobacillus thermoglucosidasius \W-2
Parageobacillus thermoglucosidasius TG4
Parageobacillus thermoglucosidasius GT23
Parageobacillus thermoglucosidasius ZCTH02-B4
Parageobacillus toebi B4110
Parageobacillus caldoxylosilyticus CIC9
Parageobacillus caldoxylosilyticus B4119
Parageobacillus genomosp. 1 NUB3621
Parageobacillus genomosp. 1 NUB3621
Geobacillus sp. Y412MC52
Geobacillus sp. Y412MC61
Geobacillus sp. JS12
Geobacillus sp. JS12
Geobacillus sp. AYS3
Geobacillus sp. FJAT-46040
Geobacillus sp. FJAT-46040
Geobacillus sp. LEMMYO01
Geobacillus sp. LYN3
Geobacillus sp. MAS1
Geobacillus sp. MMMUD3
Geobacillus sp. MMMUD3
Geobacillus sp. MMMUD3
Geobacillus sp. MMMUD3
Geobacillus sp. MR
Geobacillus sp. NFOSA3
Geobacillus sp. PA-3
Geobacillus sp. PA-3
Geobacillus sp. Sah69
Geobacillus sp. Sah69
Geobacillus sp. 47C-llb
Geobacillus sp. 46C-lla
Geobacillus sp. 46C-lla
Geobacillus sp. 44C
Geobacillus sp. 12AMOR1
Geobacillus stearothermophilus DSM 458
Geobacillus stearothermophilus DG1
Geobacillus stearothermophilus FHS-PCGT134
Geobacillus stearothermophilus FHS-PPGT130
Geobacillus stearothermophilus FHS-PPGT111
Geobacillus stearothermophilus GS27

Geobacillus stearothermophilus P3

44 4

28.4
454
41.9
46.8
36
60.7
47.2
44.3
50.6
435
30
52.1
58.3
54.4
52.7
33.1
49.4
42.4
62.3
24.7
37.9
275
54.3
54.2
28.2
26.8
29.3
45.6
52.1
37.5
42.6
34.1
26.5
441
56.2
43.8
46.6
56.1
441
61.1
34.9
33.8
33.8
18.3
40.9

42.51
38.32
39.5
40.64
41.72
37.11
39.92
38.65
40.52
42.11
41.29
41.19
40.92
41.35
46.52
46.25
46.06
46.63
43.89
45.04
42.46
46.69
44.05
47.14
46.23
45.54
47.25
49.05
46.95
40.54
47.29
42.25
45.86
45.07
45.19
46.45
46.33
41.94
48.20
46.59
49.13
44.86
44.80
44.80
42.75

46.39

Geobac E2

Clostr phiCT9441A

Paenib_Shelly
Bacill_IEBH
Geobac E2

Clostr_phiCT9441A

Thermu_OH2
Geobac_GBSV1
Geobac_E2
Bacter_Lily
Geobac_E2
Geobac_E2
Bacill_IEBH
Thermu_OH2
Geobac E2
Geobac _E2
Geobac_GBSV1
Thermu_OH2
Geobac _E2
Geobac_E2
Paenib_PG1
Thermu_OH2
Geobac_E2
Geobac_E2
Deep_s D6E
Bacill_WBeta
Geobac E2
Vibrio_X29
Geobac E2
Geobac_GBSV1
Geobac _E2
Geobac_E2
Thermu_OH2
Thermu_OH2
Thermu_OH2
Geobac_E2
Thermu_OH2
Bacter_Lily
Geobac E2
Geobac _E2
Geobac E2
Thermu_OH2
Thermu_OH2
Thermu_OH2
Geobac_GBSV1

Geobac_GBSV1
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Cepa

Tamariio Kb % G+C Fago mas parecido

Geobacillus stearothermophilus A1
Geobacillus stearothermophilus B4109
Geobacillus stearothermophilus B4109

Geobacillus kaustophilus HTA426
Geobacillus kaustophilus NBRC 102445
Geobacillus thermodenitrificans KCTC3902
Geobacillus thermodenitrificans KCTC3902
Geobacillus thermodenitrificans NG80-2
Geobacillus thermoleovorans ARTRW1
Geobacillus thermoleovorans SURF-48B
Geobacillus thermoleovorans SURF-48B
Geobacillus thermoleovorans CCB_US3_UF5
Geobacillus thermoleovorans SGAir0734
Geobacillus thermoleovorans SGAir0734
Geobacillus subterraneus E55-1
Geobacillus subterraneus E55-1
Geobacillus subterraneus CPW16

Geobacillus proteiniphilus 1017

40.9 46.39 Geobac_GBSV1

30.5 46.21 Geobac_E2
22.2 43.90 Aeriba_AP45
52.6 44.60 Thermu_OH2
50.2 47.13 Thermu_OH2
39.9 43.10 Geobac E2
39.5 43.02 Bacill_1

61 44.86 Geobac E2
457 45.89 Thermu_OH2

41 46.27 Geobac _E2
38.1 48.69 Bacter_Lily
45.7 45.89 Thermu_OH2
54.3 47.04 Thermu_OH2
40.8 45.10 Thermu_OH2
50.6 46.22 Deep_s D6E
42.6 44.00 Geobac_E2
394 47.07 Thermu_OH2
37.9 45.26 Thermu_OH2

169



Capitulo 4

Analisis transcripcional de la cepa
Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 a

tasas de crecimiento cercanas a cero
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4.1 Resumen

La reducida disponibilidad de nutrientes es uno de los factores limitantes que
regulan el crecimiento de los microorganismos en la naturaleza. Por lo tanto,
estudiar la respuesta transcripcional de los microorganismos a tasas de
crecimiento cercanas a cero es de gran relevancia. Para ello se cultivd
Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 en un retentostato durante 21 dias de
modo que al final del cultivo la tasa de crecimiento especifica disminuy6é a
0.00047h"". Comparando crecimiento exponencial con crecimiento muy reducido,
cercano a cero, se observaron un elevado numero de genes que se expresan bajo
condiciones de crecimiento reducido, dominando aquellos relacionados con la
utilizacién de fuentes de carbono alternativas, transportadores ABC, quimiotaxis y
ensamblaje flagelar. Ello sugiere un cambio en la estrategia de crecimiento a nivel
transcriptomico entre condiciones éptimas y condiciones limitantes. En general,
los mecanismos de respuesta al estrés no se indujeron y se mantuvo una alta
viabilidad. Las regiones repetitivas CRISPR, proteinas CAS, sistemas de dos
componentes y las transposasas se sobreexpresaron a tasas de crecimiento
cercanas a cero, sin embargo, el fago coexistente con la cepa 23.6 se reprime a
medida que disminuye la tasa de crecimiento. Esta regulacion transcripcional
permite la adaptacion de P. thermoglucosidasius 23.6 a nuevos ambientes bajo

condiciones de limitacion nutricional y manteniendo su viabilidad.
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4.2 Introduccion

Las bacterias, desde un punto de vista basico, crecen, aumentando su biomasa, y
se dividen en dos células hijas. Cuando las condiciones son favorables una sola
célula puede crecer exponencialmente llenando el ecosistema de forma clonal.
Esta elevada capacidad de crecimiento les permite colonizar practicamente
cualquier nicho en la Tierra. Ademas, debido a su pequefio tamafio (en la escala
de un micréometro de diametro) se ha considerado que carecen de limitaciones
para su distribucion por el planeta (Pedrés-Alio, 2012). Esta reflexion esta de
acuerdo con la teoria de Bass Becking “todo esta en todas partes pero el
ambiente selecciona” (Baas-Becking, 1934)). Aunque la consideraciéon sobre la
influencia del ambiente ha de analizarse en detalle para determinar su influencia
sobre la distribucion de los microorganismos.

La abundancia de los microorganismos se ve afectada por las condiciones del
ecosistema siendo el resultado del equilibrio entre la tasa de crecimiento, los
aportes desde otros ecosistemas y la pérdida de células o muerte celular
(predacion, lisis viral, factores fisico-quimicos, etc.) (Pedros-Alid, 2006). Aquellos
microorganismos, como las especies de los géneros Geobacillus 'y
Parageobacillus, que estan presentes en diversos ambientes (algunos muy
alejados de sus condiciones Optimas de crecimiento) y tienen una distribucion
mundial (Zeigler, 2014), podrian tener posibilidades de desarrollarse bajo
determinadas circunstancias lo que les permitiria persistir en ecosistemas
considerados distantes de sus condiciones Optimas de crecimiento. De lo
contrario, sin crecimiento (al menos, ocasional) tenderian progresivamente a

desaparecer.
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Uno de los factores mas importantes que limita el crecimiento de los
microorganismos en los ambientes naturales es la baja disponibilidad de
nutrientes (substratos utilizados para el crecimiento, como fuente de energia y/o
biomasa). También los factores fisicos pueden limitar el crecimiento de
determinadas bacterias. Un ejemplo seria la temperatura de ambiente,
precipitacion o contenido en agua, etc. Dependiendo de las condiciones
ambientales, sera posible el desarrollo, en mayor o menor medida, de unos u
otros microorganismos, con consideraciones de espacio y tiempo, lo que generara
la existencia y mantenimiento de una gran diversidad como consecuencia de la

heterogeneidad natural existente.

La necesidad de que exista un control que regule la abundancia de las
comunidades microbianas, indica que las altas tasas de crecimiento microbiano
qgue se alcanzan en cultivos de laboratorio son poco habituales en la naturaleza.
Por lo tanto, para comprender los mecanismos de respuesta bacterianos y su
comportamiento en ambientes naturales (donde existen factores limitantes que
regulan su crecimiento) seria de gran relevancia estudiar las respuestas
fisiologicas de los microorganismos a tasas de crecimiento reducidas que

representa un aspecto complejo aun por explorar en la Microbiologia moderna.

Tradicionalmente, las respuestas fisiologicas y moleculares de los
microorganismos en condiciones que originan tasas de crecimiento bajas (como
consecuencia de la limitacién por nutrientes o de otros factores adversos) se han
estudiado en cultivos discontinuos, concretamente durante la rapida transicion
entre la fase logaritmica de crecimiento y la fase estacionaria. La inanicién
inducida durante esta fase del cultivo (fase estacionaria de crecimiento) va

acompanada de cambios en las condiciones del cultivo, debido a concentraciones
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crecientes de productos finales, cambios en el pH, acumulacion de células
muertas, etc. (Finkel, 2006). En consecuencia, es complicado discernir los efectos
generados por el agotamiento de nutrientes de los generados por los cambios en
la condiciones del cultivo y resulta dificil evaluar la tasa de crecimiento real en
esas situaciones de cambio (paso de fase exponencial de crecimiento a la fase

estacionaria).

El crecimiento cero se considera un estado en el que los microorganismos utilizan
todos los nutrientes obtenidos mara mantener su status, y por tanto, no se
produce aumento de su biomasa (i.e., no hay crecimiento ni en biomasa ni en
numero de células). Asi, una bacteria viable, activa metabdlicamente, puede
carecer de nutrientes para la formacién de biomasa propia, pero puede obtener
suficientes para su mantenimiento o para garantizar su presencia y/o actividad en
el ecosistema. Este fenomeno es fundamentalmente diferente de la inanicién o
inhibicién por productos metabdlicos que acontece durante la fase estacionaria de
crecimiento (van Verseveld et al., 1984).

El cultivo de retentostato proporciona una forma alternativa de estudiar el
crecimiento de los microorganismos a tasas de crecimiento muy reducidas,
gracias a la limitacion progresiva del crecimiento por escasez de nutrientes. El
retentostato representa una adaptacion del cultivo en quimiostato (cultivo
continuo) donde se retiene la biomasa en el bioreactor y se elimina el medio ya
utilizado a través de un sistema de filtracién tangencial (van Verseveld et al.,
1986). En un retentostato, al permanecer constante el flujo de nutrientes, con el
tiempo, la disponibilidad de nutrientes por célula decrece progresivamente,
conduciendo a tasas de crecimiento muy reducidas que pueden aproximarse a

cero o un estado de actividad de mantenimiento celular (Boender et al., 2009;
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Goffin et al., 2010; Ercan et al., 2013; Overkamp et al., 2015; van Mastrigt et al.,
2018)

En este estudio proponemos el analisis de la expresion génica de termofilos
aislados de suelos, en concreto, utilizaremos como cepa modelo a
Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6.

Todas las especies de Geobacillus y Parageobacillus han sido catalogadas como
quimiorganotréfos termaofilos obligados. El rango de temperatura y pH éptimo de
crecimiento en cultivos se encuentra entre 50 y 60° C y de 6.2 a 7.5
respectivamente. Son aerobios o anaerobios facultativos y el oxigeno es el
aceptor final de electrones aunque en algunas especies puede ser sustituido por
el nitrato. Las cepas crecen en medios ricos con substratos complejos (por
ejemplo, extracto de levadura y peptona) y en general no requieren factores de

crecimiento adicionales (Nazina et al., 2001).

Al ser bacterias Gram-positivas tienen la capacidad de formar una endospora
terminal, aunque distintas cepas aisladas del suelo (Marchant et al., 2002) han
sido sometidas a una gran variedad de condiciones (alta temperatura, escasez de

nutrientes, etc.) y no se ha observado el desarrollo de esporas.

En condiciones Optimas y controladas de laboratorio Geobacillus y
Parageobacillus alcanzan tasas de crecimiento muy altas a través de la rapida
absorcion del sustrato (Pavlostathis et al., 2006). Por ejemplo la cepa
Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6, empleada en este estudio, presenta
una tasa de duplicacion de 18 minutos (crecimiento 6ptimo) durante la fase
exponencial de crecimiento en el laboratorio. Y en esas condiciones 6ptimas, al
agotarse los nutrientes y alcanzar la fase estacionaria de crecimiento, se observa

en los cultivos un descenso brusco de la abundancia celular cuya causa seria
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interesante determinar. Este hecho ha sido mencionado por varios autores. Por
ejemplo, Pavlostathis et al. (2006) observaron una lisis celular rapida, extensa e
irreversible en Geobacillus thermoleovorans cuando se empiezan a agotar los
nutrientes y establecen una relacion directa entre el alcance de la lisis y las tasas
de crecimiento (a mayor velocidad de crecimiento mayor mortalidad). Por
comparacion con otras especies bacterianas, el agotamiento de nutrientes parece
no ser la causa principal de ese descenso drastico en el numero de células. Como
apuntaremos mas adelante, este descenso brusco de la abundancia celular

pudiera ser consecuencia de la accion litica de bacteriéfagos (capitulo 3).

Otras caracteristica de estos géneros microbianos terméfilos es su excelente
adaptacion ambiental ya que se han aislado de una gran diversidad de nichos
(Suzuki, 2018) y generalmente presentan caracteristicas relacionadas con los
habitats donde han sido aislados: Geobacillus sp. ASR4 aislado de suelos
enriquecidos en arsénico muestra resistencia a este elemento (Das et al., 2014);
Parageobacillus thermoglucosidaius 23.6 aislado en suelos arenosos (baja
disponibilidad de agua) secreta enzimas extracelulares que tienen su maxima
actividad enzimatica a baja disponibilidad de agua (Gémez et al., 2021) y
presentan una elevada persistencia en suelos (Gomez et al., 2020); Geobacillus
aislados en la industria lechera a menudo utilizan lactosa como fuente de carbono
(Burgess et al, 2017); Geobacillus thermodenitrificans 0OS27 degrada
polisacaridos especificos de la superficie del alga marina de la que se aislo (Fujii
et al., 2018).

Se ha sugerido que el motor principal que promueve la adaptacion ambiental de

los géneros Geobacillus y Parageobacillus podria ser la diversificaciéon gendmica

resultante de fendmenos de transferencia horizontal de genes (Esin et al., 2018),
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actividad de elementos transponibles y mutagénesis inducida por estrés ambiental
(Suzuki et al., 2018).

La comunidad cientifica siempre ha mostrado un gran interés en el estudio de
estos géneros debido a su gran potencial biotecnoldgico, principalmente basado
en la busqueda de enzimas termoestables y la generacién de variantes
enzimaticas mediante mutagénesis inducida por estrés de estas enzimas
termoestables (Suzuki, 2018).

El transcriptoma es el andlisis global a nivel celular basado en la secuenciacion de
las moléculas de acido ribonucleico (ARN) expresadas en unas condiciones
determinadas (Wang et al., 2009).

La transciptomica ha tenido su auge como consecuencia de las nuevas
tecnologias de secuenciacién masiva de nueva generacion (NGS). Otros métodos
para el estudio de la transcriptomica incluyen el uso de microarrays, por ejemplo.
Hoy en dia, las técnicas NGS de secuenciacion de ARN (i.e., ARN-seq de la
plataforma lllumina) constituyen un gran avance para el estudio transcriptomico de
células bacterianas. En estos estudios un problema importante es la gran
abundancia de ARN ribosomico existente en el transcriptoma de toda célula
bacteriana (alrededor del 90% del ARN total, Giannoukos et al., 2012). Este ARN
ribosdmico conviene eliminarlo o reducirlo para facilitar la secuenciacion de los
ARN mensajeros (mMRNA) correspondientes a los genes que codifican proteinas.
La informacion obtenida por el secuenciador ha de ser filtrada para eliminar la
posible deteccion de nucledtidos con una baja fiabilidad o calidad. Posteriormente,
las lecturas obtenidas han de ser mapeadas al genoma de referencia para un
estudio pormenorizado de los genes que son expresados. Es imprescindible llevar

a cabo un analisis comparativo entre distintos tratamientos o situaciones
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experimentales para poder determinar la activacién o inhibicion de los genes del

organismo en estudio bajo las condiciones estudiadas.
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Figura 4.1. Esquema de la secuenciacion del ARN utilizando tecnologias de NGS.

RNA-seq ofrece varias ventajas con respecto a las técnicas de hibridacién (Wang
et al., 2009), entre las mas importantes cabe destacar que es un método muy
sensible (resolucién de una sola base), no requiere concentraciones altas de
ARN, no tiene problemas de saturacidon y no es imprescindible conocer la
secuencia genodmica, aunque la disponibilidad del genoma facilita el analisis de

datos transcriptomicos.

La referencia taxondmica mas proxima al género Geobacillus y Parageobacillus
en la que se ha estudiado la respuesta transcriptomica durante un cultivo en
retentostato es Bacillus subtilis (Overkamp et al., 2015). Aunque se trata de un
microorganismos mesofilo, estos géneros pertenecen a la misma familia y

comparten muchos genes, en concreto gran parte de aquellos relacionados con el
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metabolismo central (Bezuidt et al., 2016) y regulacion de la esporulacion, por lo
que puede ser una buena aproximacion para comparaciones con la cepa 23.6.
Este estudio (Overkamp et al., 2015) con Bacillus subtilis revela que el cultivo con
retentostato tiene similitudes de expresiéon con cultivos en fase estacionaria. Las
principales diferencias se observan en una disminucién en la expresion de
sistemas involucrados en la reparacion de ADN y proteinas indicando que no hay
deterioro de las funciones celulares. Debido a esto disminuye la mutagénesis
causada por estrés ambiental, tipica de la fase estacionaria (Overkamp e al.,
2015).

En general durante el cultivo en retentostato de Bacillus subtilis hay un mayor
numero de genes que se reprimen en comparacion a los que se activan. Esto
puede deberse a que utilizan como referencia el estado de quimiostato que en
este caso esta configurado a una tasa de crecimiento baja (Overkamp e al., 2015)
en lugar de llevar a cabo las comparaciones con fase exponencial en condiciones

optimas de crecimiento.

Previamente, hemos implementado el cultivo de retentostato para el crecimiento
de Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 y hemos demostrado que se podia
alcanzar una tasa de crecimiento especifica de 0,00056 h'y 0,00093 h™' mientras
las células permanecian viables (Capitulo 2). El objetivo de este estudio es
investigar la respuesta transcripcional de la cepa 23.6 a tasas de crecimiento
especificas muy reducidas, condiciones que se han dado en llamar de crecimiento
cercano a cero (Overkamp et al.,, 2015). Hemos analizado el transcriptoma de
Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 en un retentostato a tasas de
crecimiento especifico minimo y lo comparamos con células de esta cepa en fase

exponencial de crecimiento (en condiciones éptimas) y en quimiostato.
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4.3. Materiales y métodos.

4.3.1 Quimiostato y retentostato

Antes de comenzar con el cultivo en el bioreactor, se prepararon precultivos de la
cepa Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 inoculando una unica colonia de
una placa de agar nutritivo NB (composicién por litro: 3 g de extracto de levadura,
5 g de peptona y 15 g de agar) en 20 ml de medio de cultivo NB liquido y se
incubo a 60° C durante toda la noche. A la mafana siguiente se traspasaron 0,5
ml del cultivo ya crecido a un matraz con 50 ml de NB y se incubd a 60° C hasta
alcanzar la fase exponencial. Este es el cultivo que se utilizd6 como indculo para
un biorreactor. Durante el cultivo en los biorreactores el pH se mantuvo a 7.0
mediante la adicidon automatica de acido clorhidrico 0,1 M. La formacion de
espuma se evitd anadiendo 1 ml del agente antiespumante (Xiameter ACP-1500,

The Down Chemical Company, Michigan, EEUU) cada 12 horas.

En los experimentos anteriores (capitulo 2) de quimiostato y retentostato
utilizamos medio NB diluido 5 veces. Sin embargo, para obtener una mayor
cantidad de biomasa y asi poder extraer ARN de calidad y en cantidad, se repitié
el experimento utilizando como medio de cultivo NB sin diluir (composicion por

litro: 3 g de extracto de levadura, 5 g de peptona)
Se repitid un cultivo de quimiostato a una tasa de dilucion de 0,025 h™'. El

bioreactor se hizo funcionar a 60° C en condiciones aerdbicas con un caudal de

aire de 3 I.min™' y una velocidad de agitacién de 500 r.p.m.
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El estado de las células en modo quimiostato se consideraba que alcanzaban su
equilibrio al cumplir la condicion en la que los parametros de cultivo (densidad
optica a 600 nm, DO600) eran constantes durante al menos 2 cambios del

volumen de trabajo.

Después de alcanzar el estado estable en el quimiostato, el bioreactor se cambid
al modo retentostato, haciendo pasar el cultivo a través del sistema de filtracién
tangencial para retener la biomasa y eliminar el sobrenadante. El cultivo de
retentostato se hizo funcionar en las mismas condiciones (temperatura, pH,
caudal medio, oxigenacion, velocidad de agitacion, adicion antiespumante) que el

quimiostato.

Todas las medidas y calculos llevadas a cabo para la monitorizacion del
experimento y el analisis de las muestras (biomasa, viabilidad, UFC, numero de
células, biovolumen, tasa de crecimiento especifica, etc.) se han realizado de la

misma manera que en los procedimientos descritos en el capitulo 2.2.3.

Cabe destacar que el aumento de biomasa generado en el bioreactor por la
utilizacion del medio NB mas concentrado provocé que el biofilm que se desarrollé
en la pared del bioreactor durante la fase de retentostato fuese de mayor tamafo.
Al cabo de los 21 dias de experimento parte del biofilm se desprendié de la pared
superior del reactor al cultivo generando grumos que ocasionaron una obstruccién
del sistema de filtracion los que obligdé a concluir el experimento.

Por lo tanto, se tomaron un total de 7 muestras a lo largo del tiempo: Exponencial
(Exp), TO = quimiostato, T1= 2 dias, T2= 4 dias, T3 = 7 dias, T4= 14 dias y T5= 21
dias. También se cogieron muestras (1ml) durante el periodo de estabilizacién del
quimiostato (T0.1, T0.2, T0.3).
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4.3.2. Analisis transcriptomicos

Para el aislamiento de ARN, 2 ml de las muestras exponencial, TO, T3 y T5 se
centrifugaron durante 5 min a 6000 rpm y 4° C, se eliminaron los sobrenadantes y
se congelaron las células a -80° C. Cada muestra se hizo por triplicado.

Para favorecer la lisis celular y aumentar la cantidad de ARN extraido de las
muestras, las células se trataron previamente con una solucion de lisozima (1 pg/
ml) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente el ARN de las
muestra se obtuvo con el kit de extraccion ZymoBIOMICS DNA/RNA Miniprep
(Zymo research, Irvine, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

La secuenciacion del ARN de cada muestra se realizé utilizando la plataforma
lllumina Hiseq en BGI Genomic (Hong Kong, China). Se generaron secuencias
bidireccionales de 150 bases con una media de 95 millones de lecturas por

muestra.

El analisis de ARN-seq se llevd a cabo siguiendo el protocolo de analisis
bioinformatico descrito por Pertea et al. (2016). EI genoma de Parageobacillus
thermoglucosidasius 23.6 (numero de acceso en GenBank: CP063414), que
nosotros hemos secuenciado (capitulo 3), se utilizd como referencia para el
analisis de las lecturas obtenidas por secuenciacion a partir de las muestras Exp,
TO, T3 y T5 con sus respectivas réplicas. El esquema de analisis se muestra en la
figura 4.2. Se utilizaron dos muestras como referencia para ver las diferencias de
expresion entre altas y bajas tasas de crecimiento, exponencial y TO (quimiostato),
para comparar la diferencia de expresion entre velocidades de crecimiento baja y

tasas de crecimiento cercana a cero (T5).
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Genoma referencia cepa 23.6 ‘ Lecturas RNA-seq

| |
Y

Crear archivos de indice y alinear las
lecturas al genoma de referencia
HITSAT2

v

Ensamblar las lecturas alineadas de los genes expresados
StringTie

v

Combinar los transcriptomas ensamblados en uno maestro
StringTie- Merge

v

Comparar el transcriptoma maestro con el genoma de refencia
gffcompare

Y

Estimar abundancia de las transcripciones
StringTie-eb

v

Nommalizar la expresion de las transcripciones a FPKM
Cuffnorm

Figura 4.2. Esquema modificado del analisis de ARN-seq (Pertea et al., 2016)

Al final del andlisis se obtiene un tabla con los valores de expresion de los genes

anotados normalizados en fragmentos por kilobase de transcripcién por milléon de

fragmentos mapeados (FPKM).

La significacién entre las muestras se calcul6 mediante un test de comparacién
por pares basados en un calculo de intervalo de confianza (Sokal y Rohlf, 2011),
pudiendo diferenciar entre genes reprimidos (inhibidos o cuya expresion se
redujo), sobreexpresados (activados o con mayor expresion en las condiciones

analizadas) y constitutivos (aquellos que no muestran diferencias entre las
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condiciones estudiadas). En este sentido, el término constitutivo se emplea, para
simplificar, con un significado ligeramente diferente al habitual. En este estudio,
expresaremos como constitutivos a aquellos genes que no muestran diferencias
entre las distintas condiciones experimentales (independientemente de si su nivel
de expresion es elevado o nulo) a diferencia de su uso habitual que representa a
aquellos genes cuyo nivel de expresion se mantiene constante y significativo

independientemente del tratamiento sometido a las células.

Los genes y sus valores de expresion se agruparon en funcion de su categoria
COG (capitulo 3).
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4 4. Resultados

Aumentar la concentracion del medio solo influyé en la concentracion de biomasa
ya que los resultados de este experimento son muy similares a los descritos en el

capitulo 2 (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Crecimiento de Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 en un
retentostato durante los experimentos llevados a cabo en este estudio. Evolucién
de la concentracion de biomasa (cuadrados negros) y de la tasa de crecimiento

especifica (circulos grises) a lo largo del tiempo.

Durante el cultivo en retentostato la tasa de crecimiento especifica disminuyo a un

minimo de 0,00047, correspondiente a un tiempo de duplicacién de 60 dias. La
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viabilidad se mantuvo a un 98% y se volvio a observar la morfologia filamentosa
de algunas células.

Debido a que el volumen de muestreo es limitado y la concentracion de ARN por
célula disminuye a tiempos de duplicacion mas altos (Figura 4.4), el aumento de
biomasa en el bioreactor nos permitio extraer una cantidad de ARN aceptable
para estudiar la respuesta transcripcional de Parageobacillus thermoglucosidasius
23.6 a tasas de crecimiento especificas cercanas a cero. La cantidad requerida de

ARN para su procesamiento en RNA-Seq era alrededor de 1 ug de ARN total.
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Figura 4.4. Relacion de la concentracion de ARN por célula a diferentes tiempos

de duplicacién.
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4.4.1. Analisis del transcriptoma

Para el analisis del transcriptoma seleccionamos 4 tiempos del cultivo de
retentostato que se corresponden con tasas de crecimiento descendentes (de
mayor a menor: Exp, TO, T3 y T5), utilizando las células en fase exponencial de
crecimiento (Exp) (4 = 2,22 h™") y en quimiostato (TO; y = 0,025 h™) como

referencias.

Si tomamos como referencia la expresion transcripcional durante el crecimiento
exponencial, encontramos que aproximadamente el 76,7% de los genes se
expresaban diferencialmente al final del cultivo de retentostato (la cantidad de
genes regulados en los diferentes tiempos se encuentran en la Tabla 4.1). En
general a tasas de crecimiento bajas existen mas genes sobreexpresados que
reprimidos, siendo en quimiostato donde mayor diferencia encontramos (900
genes mas). A medida que disminuye la tasa de crecimiento el numero de genes

que se reprimen va aumentando a diferencia de los genes constitutivos.

Tabla 4.1. Descripcién general comparativa del numero de genes en los que se observan

diferencias en sus niveles de expresion a distintas tasas de crecimiento

Numero de genes regulados significativamente ~ Nivel

Tiempo Tasa de crecimiento h”' constante de
Total Reprimidos Sobreexpresados expresion

Exp 2,22 N/A Condicién de referencia

TO 0,025 2919 1002 1917 1276
T3 0,0019 3059 1394 1665 1136
T5 0,00047 3219 1556 1663 976
TO 0,025 N/A Condicién de referencia

T3 0,0019 1928 1286 642 2267
T5 0,00047 2715 1753 962 1480
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Por el contrario si tomamos como referencia la expresion transcripcional del
crecimiento en quimiostato, observamos que al final del cultivo en retentostato el
64,7% de los genes muestran diferencias significativas de expresién. Un total de
1753 genes muestran una disminucion relativa de ARN mientras 962 aumentan su
nivel de expresion. Destacar que el 35% de los genes no tiene diferencias
significativas de expresion y son considerados, en este estudio, como genes

constitutivos.

Para tener una visibn mas detallada de la respuesta transcripcional a las
diferentes tasas de crecimiento se ha hecho un andlisis de los datos sobre
categorias funcionales COG.

Al comparar la expresion diferencial de las categorias COG tomando como
referencia la tasa de crecimiento exponencial (Figura 4.5) observamos que en la
mayoria de los COGs, entre el 40 y 60 % de los genes estan sobreexpresados
cuando la velocidad de crecimiento disminuye. Las barras en rojo muestran las
categorias COG que se ven fuertemente reprimidas conforme disminuye la
velocidad de crecimiento. En quimiostato (u = 0,025 h™) son: transporte y
metabolismo de nucledtidos (F); transporte y metabolismo de coenzimas (H);
traduccidn, estructura ribosémica y biogénesis (J) y trafico intracelular, secrecion y
transporte vesicular (U). Cuando la tasa de crecimiento es cercana a cero (u =
0,00047 h™) se suman las categorias: control del ciclo celular, divisién celular y
particion cromosomica (D); replicacion, recombinacion y reparacion (L) y
biogénesis de la membrana y pared celular (M).

Los grupos COGs inducidos mas prominentemente por condiciones de
crecimiento cercano a cero estan involucrados en: produccion y conversion de
energia (C); transporte y metabolismo de carbohidratos (G); transporte vy

metabolismo de lipidos (l); Transcripcion (K); movilidad celular (N); metabolismo y
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transporte de iones inorganicos (P) y biosintesis, transporte y catabolismo de

metabolitos secundarios (Q)
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Figura 4.5. Porcentajes de genes reprimidos y sobreexpresados a las tasas de
crecimiento y = 0.025 y y = 0.00047, en cada categoria COG tomando como
referencia el crecimiento exponencial. Las barras en rojo representan las

categorias COG con mas genes reprimidos que sobreexpresados.
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Por otro lado si comparamos la expresion diferencial de las categorias COG
tomando como referencia el estado de quimiostato, donde la tasa de crecimiento
es baja (u = 0,025 h™"), vemos que la respuesta transcripcional general de los
genes en la mayoria de los COGs es la represion (Figura 4.6). Sélo los grupos
(barras rojas): produccion y conversion de energia (C); transporte y metabolismo
de aminoacidos (E); transporte y metabolismo de lipidos (I) y biosintesis,
transporte y catabolismo de metabolitos secundarios (Q), observamos mas genes

sobreexpresados que reprimidos.
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Figura 4.6. Porcentajes de genes reprimidos y sobreexpresados a la tasa de

C E J K L M N O P Q
crecimiento y = 0.00047 en cada categoria COG tomando como referencia el
crecimiento en quimiostato. Las barras en rojo representan las categorias COG

con mas genes sobreexpresados que reprimidos.
Las diferencias significativas en la expresidon de los genes pueden variar entre una

velocidad de crecimiento u otra. S6lo hay 238 genes en los que la expresion de

ARN aumenta o disminuye progresivamente a medida que la tasa de crecimiento
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se acerca a cero. El 74 % de estos genes tienden a sobreexpresarse mientras
que un 26 % lo hacen reprimiéndose. Los grupos COGs J, L y M albergan un gran
numero de genes que se reprimen progresivamente (Figura 4.7). Estos genes
estan relacionados con la replicacion y division celular. En contra posicién, el
mayor numero de genes sobrexpresados se localiza en los grupos C, E e | que

funcionalmente estan relacionados con el catabolismo y conversion de energia.
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Figura 4.7. Porcentajes de genes reprimidos y sobreexpresados progresivamente

en cada categoria COG.
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4.4.2. Regulacién transcripcional de las rutas metabdlicas

generales.

Un cultivo de retentostato esta constantemente limitado por nutrientes. El analisis
del transcriptoma muestra una relacién entre las rutas metabdlicas generadoras
de energia y el acceso limitante a los nutrientes. Esto se ilustra con la represion
de los genes involucrados en las rutas metabdlicas de obtencidén de energia mas
directa, glucdlisis y ciclo de las pentosas fosfatos y una sobreexpresion de otras
rutas de obtencion de energia alternativas: degradacion de acidos grasos,
degradacion de compuestos aromaticos y degradacidn de aminoacidos
ramificados (Figura 4.8). Las rutas centrales de produccion de energia (ciclo de
los acidos tricarboxilicos y fosforilacion oxidativa) estan ligeramente
sobreexpresadas con respecto a la fase exponencial exceptuando la transcripciéon

de ATPasas que se reprime, aunque los valores de expresion son elevados.

Durante el cultivo en retentostato los transportadores ABC (transportan una
amplia variedad de sustratos con gasto energético, ATP) tiene una regulacién
diferencial, la tendencia general es la sobreexpresion, como ocurre en los
encargados de transportar azucares, inositol fosfato, glutamato, aspartato,
aminoacidos ramificados, zinc, cobalto, nickel y biotina. Por el contrario, los
transportadores de glicerol 3 fosfato, nucledsidos, fosfato, cisteina, arginina, D-

metionina, urea y oligopéptidos se reprimen.
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Figura 4.8. Regulacién transcripcional de rutas metabdlicas generales a diferentes
tasas de crecimiento (exponencial, quimiostato y retentostato). Se muestran los
niveles de expresion relativa de cada gen. Las indicaciones de color son negro
para una mayor expresion y blanco para una expresién mas reducida (menor nivel

de expresion).
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Otra de las respuestas destacadas de Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6
a la escasez de nutrientes es la activacibn de los genes involucrados en
quimiostasis (es el movimiento de las células en respuesta a un estimulo quimico)
y el ensamblaje flagelar. Los principales reguladores de ambos procesos, cheA
(p1258), rpoD, rpoN (p3470) y fliA (p1262) aumentan su expresion relativa a tasas
de crecimiento cercanas a cero. Ambos procesos estan relacionados ya que la
activacion de la quimiostasis induce el movimiento del flagelo, mejorando la
capacidad de la bacteria para desplazarse a zonas con mayor concentracion de

nutrientes.

Durante el cultivo en retentostato la tasa de crecimiento se ha reducido cuatro
ordenes de magnitud, este hecho se manifiesta en la represién de los genes
cuyos productos estan involucrados en procesos tipicos de células en
crecimiento: replicaciéon del ADN, trasncripcidon, traduccién, sintesis de

aminoacidos, sintesis de peptidoglicano (pared celular) y divisién celular.

No se ha encontrado evidencia de induccion de la respuesta al estrés general,
como puede ser la respuesta SOS y las especies reactivas de oxigeno. lexA es un
represor transcripcional de genes involucrados en la reparacion del ADN y esta
sobreexpresado a tasas de crecimiento cercanas a cero reprimiendo los sistemas
de reparacion del ADN (Figura 4.9). Por otro lado, las superoxido dismutasas y la

peroxidasa se reprimen con respecto al crecimiento exponencial.
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4.4.3. Regulacién transcripcional de las rutas secundarias

Como se describié en el capitulo 3, Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6
tiene una gran numero de genes anotados como transposasas, elementos
genéticos méviles que tienen un papel importante en la plasticidad del genoma y
la adaptaciéon del huésped. Los datos del transcriptoma nos revelan una
sobreexpresion de las transposasas a tasas de crecimiento cercanas a cero
(Figura 4.9), indicando que en condiciones de estrés la célula activa la
diversificacion del genoma supuestamente para una mayor flexibilidad de su

adaptacion ambiental.

Quorum sensing (QS) es un proceso de comunicacion célula-célula que permite a
las bacterias compartir informacién sobre la densidad celular y ajustar la
expresion génica en consecuencia. Los procesos controlados por QS incluyen
bioluminiscencia, esporulaciéon, competencia, produccion de antibioticos,
formacion de biopeliculas y secrecion del factor de virulencia. En los datos de
transcriptomica se observa una sobreexpresion de los genes de QS y a su vez
una sobreexpresion de genes involucrados en la produccién de biopeliculas,
competencia e inmunidad por lantibidticos (sistemas de dos componentes) (Figura
4.9). Ademas esta cepa tiene un gen sobreexpresado a tasas de crecimiento bajo
que degrada lactonas de acil-homoserina, moléculas que utilizan las bacterias
Gram negativas para comunicarse. En estas condiciones la cepa 23.6 inhibiria el

QS de bacterias Gram-negativas.
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Figura 4.9. Regulacién transcripcional de rutas secundarias y Tmp4 a diferentes
tasas de crecimiento (exponencial, quimiostato y retentostato). Se muestran los
niveles de expresion relativa de cada gen. Las indicaciones de color son negro
para una mayor expresion y blanco para una expresién mas reducida (menor nivel

de expresion).
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spo0A es el principal gen regulador de la esporulacion junto con sigF y sigH, estos
genes estan sobreexpresados a tasas de crecimiento baja. Destacar que aunque
estos genes involucrados en la esporulacion estan sobreexpresados, durante el
experimento no detectamos formacion de esporas. Esto se debe a que genes de
esporulacion que no son dependientes de sigF (spollE, spollGA, sigE) y sigH
(spoOH) estan reprimidos. Ademas, otros genes también experimentan una

represion incluso muchos presentan valores muy bajos de expresion.

Las proteinas CAS, entre otras funciones, son las encargadas de procesar las
regiones repetitivas CRISPR generando ARN de interferencia cortos (crRNA). La
limitacion nutricional en el retentostato activa la expresion de las proteinas CAS
(Figura 4.9), aumentando la “inmunidad” contra los fagos que presentan

homologia (Tabla suplementaria 2.1)

4.4.4. Analisis transcripcional de Tmp2, Tmp3 y Tmp4.

La cepa 23.6 ademas del genoma principal (Tmp1) consta de tres moléculas de
ADN de doble cadena (capitulo 3): Tmp2, Tmp3 y Tmp4 (identificado como el
genoma de un fago), que se ven reguladas transcripcionalmente a medida que
disminuye la tasa de crecimiento (Figura 4.10). En esta ocasion solo vamos a
tomar como referencia el crecimiento exponencial ya que las diferencias son

altamente significativas.
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Figura 4.10. Porcentajes de genes reprimidos y sobreexpresados en Tmp2, Tmp3

y Tmp4 utilizando como referencia el crecimiento exponencial.

Tmp2 es un plasmido con unas caracteristicas muy similares al genoma principal
(capitulo 3), algo que también se observa en los resultados de transcriptomica ya
que al disminuir la tasa de crecimiento mas del 70% de los genes se

sobreexpresan.

En el caso de Tmp3 se observa un efecto contrario a Tmp2, la represidén génica es
la regulacion dominante cuando la tasa de crecimiento se acerca a cero (74% de
los genes). Recordamos que Tmp3 es una molécula de ADN muy diferente al
resto y alberga un elemento integrativo y conjugativo en su secuencia (COG L y
U) (capitulo 3). Los genes de Tmp1, categorizados en los grupos COGs L y U,

también se reprimen a tasas de crecimiento cercanas a cero (Figura 4.5), en
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concreto el gen secY junto con otros que forman parte del sistema de secrecion
estdn regulados negativamente, indicando que este tipo de funciones estan

activas principalmente durante el crecimiento exponencial.

Tmp4 muestra una regulacion muy fuerte cuando disminuye la velocidad de
crecimiento. Desde quimiostato mas del 85% de sus genes estan reprimidos,
alcanzando un valor de casi el 100 % al final del experimento (Figura 4.9).

En el capitulo 3 se describe que 11 espaciadores CRISPR localizados en Tmp1
tienen una homologia significativa con la secuencia de ADN de Tmp4, algunos

muestran coincidencia con genes y otros con espacios intergénicos (Figura 4.11).

1560pb 9650pb
|43630pb 47420pb|
Figura 4.11. Representacion de los 11 espaciadores (lineas pequefas) de

secuencias CRISPR de Tmp1 que presentan homologia con Tmp4. Lineas negras

homologia del 100% vy lineas grises difiere en alguna base.

Los datos de transcriptomica no muestra la expresion de las zonas repetitivas
(CRISPR). Para saber si estas zonas se estan expresando y si hay diferencias
entre las diferentes tasas de crecimiento, hemos buscado en los archivos de
lecturas generados de la secuenciacion los espaciadores que difieren en alguna

base (color gris) con la secuencia de Tmp4. Se han utilizado estos espaciadores
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para evitar falsos positivos en el recuento de lecturas procedentes de la molécula
Tmp4. Las secuencias repetitivas de los CRISPR se han utilizado como control ya

que no presentan homologia con Tmp4 (Figura 4.12).

En la figura 4.12 se observa claramente como el numero de lecturas encontradas
de los espaciadores y la region repetitiva aumenta significativamente cuando las
tasas de crecimiento son bajas, TO (4 = 0,025 h™") o cercanas a cero, T5 (u =
0,00047 h™). Las diferencias en el nimero de lecturas de los CRISPR se deben al
numero de repeticiones de estas secuencias que es proporcional al tamafo de los
CRISPR.

La mayor expresion transcripcional de las regiones repetitivas CRISPR junto con
las proteinas asociadas CAS, podria explicar la fuerte represion génica de Tmp4 y
a otros fagos con los que presenta homologia (Tabla suplementaria 2.1) cuando la

tasa de crecimiento disminuye.
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Figura 4.12. Numero de lecturas encontradas de los espaciadores que difieren en
alguna base (A) y las regiones repetitivas en los archivos de secuenciacion del
ARN a diferentes tasas de crecimiento (B) (Exponencial, TO, T5). La posicion y

anotacion de los genes indicados se indica en el anexo X.
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4.5. Discusion

Histéricamente los microorganismos termdfilos han sido escasamente estudiados
mientras que los mesdfilos han protagonizado algunos estudios (Jgrgensen et al.,
2010; Overkamp et al., 2015; Ercan et al., 2015; Rebnegger et al., 2016; van
Mastrigt et al., 2018) a tasas de crecimiento cercanos a cero. En la actualidad no
existen estudios en retentostato en el que se utilicen termofilos como modelo. Por
primera vez se va a llevar a cabo una comparaciéon transcripcional de la cepa
termofila Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 a diferentes tasas de
crecimiento, desde velocidad de crecimiento exponencial hasta tasas de

crecimiento cercanas a cero obtenidas por limitacion nutricional.

El crecimiento lento conseguido en un retentostato difiere al logrado durante la
fase estacionaria ampliamente estudiada. En cultivos en discontinuo las células
pasan de un crecimiento exponencial a un estado de estabilidad en el numero
total de células (fase estacionaria) de forma relativamente rapida debido al
agotamiento de los nutrientes. Sin embargo, en un retentostato las células
disponen de nutrientes durante todo el proceso, aunque de una forma limitada,
haciendo que la velocidad de crecimiento disminuya progresivamente a lo largo
del experimento. Al final del experimento (21 dias) las tasas de crecimiento

especificas obtenido habian disminuido a 0,00047 h™.

Los resultados de transcriptomica de la cepa termofila Parageobacillus
thermoglucosidasius 23.6 en un cultivo de retentostato muestran similitudes con
los citados para Bacillus substilis (Overkamp et al., 2015), pero también indican
algunas diferencias fundamentales. A diferencia de Overkamp et al. (2015)

ademas de utilizar como referencia el transcriptoma en modo quimiostato hemos
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incluido el crecimiento exponencial como referencia ya que el punto de
comparacion ideal para determinar las consecuencias de un crecimiento muy
reducido es aquel en condiciones Optimas (fase exponencial en O&ptimas
condiciones de crecimiento). Si, como han hecho otros autores (Overkamp et al.,
2015) realizasemos la comparacién entre la fase inicial del crecimiento en
retentostato, la tasa de crecimiento de referencia ya representaria una tasa de
crecimiento reducida limitada por los nutrientes aportados a una tasa de dilucion
relativamente baja. Este punto es importante a la hora de diferenciar claramente
estados de crecimiento Optimo y minimo lo que repercute en los resultados
comparativos y sus consecuencias. La gran mayoria de esos genes que se
reprimen a lo largo del crecimiento en retentostato (a lo largo de la progresiva
reduccion de la tasa de crecimiento de estas células) tienen un valor mayor de
expresion que en el estado de crecimiento exponencial. Es una diferencia
bastante importante porque a pesar de la limitacion por nutrientes la cepa 23.6

aumenta la expresion de gran numero de sus genes.

Las altas tasas de crecimiento descritas para el género Parageobacillus
(Pavlostathis et al., 2006) se corresponden con su respuesta transcripcional.
Durante este estado (crecimiento 6ptimo) las células utilizan las rutas metabdlicas
principales para la obtencion de energia (glucodlisis y pentosas fosfatos) y se
duplican rapidamente, sobreexpresando los genes involucrados en la divisidon
celular (replicacion, transcripcion, traduccion y sintesis de peptigoglicanos). Esta
es una respuesta tipica de los estrategas de la R, los microorganismos
aprovechan las ventanas temporales cuando las condiciones son favorables para

aumentar el numero de individuos en el ecosistema (Golovlev, 2001).
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Cuando las condiciones no son favorables (tipico de los ecosistemas naturales) y
las células no se dividen tan rapidamente, la respuesta transcripcional se dispara,
llegando a involucrar a mas de 3000 genes. En comparacion con la fase
exponencial durante el crecimiento en modo quimiostato y retentostato hay un
gran numero de genes sobreexpresados, aunque a medida que disminuye la tasa
de crecimiento aumentan progresivamente los genes regulados a la baja,
sugiriendo que muchos procesos se estan interrumpiendo en respuesta a la
disponibilidad limitada de nutrientes y energia (Overkamp et al., 2015). A su vez
destacar que los perfiles de transcripcion de los cultivos retentostato muestran
similitudes con los descritos para cultivos en discontinuo de Bacillus substilis
durante la fase estacionaria (de Jong et al., 2012). Por ejemplo codY, una proteina
de union a GTP que regula mas de 100 genes que son reprimidos durante el
crecimiento exponencial e inducidos cuando la tasa de crecimiento disminuye
(fase estacionaria). Incluyen genes que codifican enzimas degradativas
extracelulares, sistemas de transporte, vias catabdlicas, competencia genética,
sintesis de antibidticos, flagelina, etc. (Sonenshein, 2005). Tanto en quimiostato
como en retentostato la cepa 23.6 induce la expresion de codY y como
consecuencia al resto de genes que estan bajo su regulacion. La funcion
represora de codY es activada cuando interacciona con GTP e isoleucina
(Sonenshein, 2005). En retentostato, la proteina relA que degrada GTP vy la
proteina ilvE que degrada isoleucina estan sobreexpresadas inhibiendo la funcién
represora de codY. Sin embargo, en los cultivos de retentostato de Bacillus
substilis se sugiere que los niveles de GTP se han mantenido lo suficientemente
altos como para activar la represiéon mediada por codY (Overkamp et al., 2015).
Pensamos que esto se debe a que al tomar solo como referencia el estado de
quimiostato (T0), observamos que la concentracién de codY es mayor que en

retentostato pero si tenemos en cuenta los niveles de expresion durante el
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crecimiento exponencial vemos que a tasas de crecimiento bajo codY se mantiene

sobreexpresado.

El control de catabolitos de carbono es un mecanismo regulador por el cual la
célula coordina el metabolismo del carbono y las fuentes de energia para
maximizar su eficiencia y también regula otros procesos metabdlicos (Fujita,
2009). En Bacillus subtilis, la represion de catabolitos de carbono (CCR) esta
regulada por el regulador global ccpA y solo ocurre cuando intermediarios
glucoliticos como la fructosa-1,6-bisfosfato (FBP) y la glucosa 6-fosfato estimulan
la fosforilacion de la proteina HPr en Ser-46, que es un corregulador necesario
junto con ccpA (Fujita, 2009). El transcriptoma de la cepa 23.6 refleja una
represion progresiva de los genes glucoliticos durante la fase en quimiostato y en
retentostato sugiriendo un descenso de sus intermediarios y como consecuencia
aliviando la represiéon de catabolitos de carbono.

Al igual que ocurre con el crecimiento de Bacillus substilis en retentostato
(Overkamp et al., 2015) la cepa 23,6 induce la expresion de genes implicados en
la utilizacion de sustratos alternativos, expandiendo su repertorio metabdlico
activo. Un ejemplo de ello es la induccién de genes implicados en la degradacion
de acidos grasos asi como de compuestos aromaticos y aminoacidos ramificados,
pudiendo cumplir el objetivo de producir energia a partir de fuentes alternativas
como los fosfolipidos. A concentraciones muy bajas de nutrientes, la capacidad de
utilizar simultdneamente varias fuentes de carbono le da a las células ventajas
sobre aquellas que utilizan un sola o menor numero de fuentes de carbono (Egli,
2010).

A diferencia de los datos mostrados por el cultivo en retentostato de Bacillus

subtilis (Overkamp et al., 2015), Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6
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aumenta la expresion de los genes involucrados en la quimiostaxis y motilidad,
uno de los comportamientos bacterianos mas complejos y costosos. Esto puede
deberse a que el medio de cultivo utilizado para el crecimiento de Bacillus subtilis
en retentostato contiene una unica fuente de carbono (glucosa) que tiene un
rendimiento de ATP bajo. Por el contrario, para el cultivo de la cepa 23.6
utilizamos un medio complejo (NB) que junto con la degradacién de sustratos
alternativos, como los acidos grasos que tienen un rendimiento mayor de ATP,
podran satisfacer los requerimientos energéticos del movimiento flagelar. Ademas,
la alta temperatura empleada en el crecimiento de la cepa 23.6 (60° C) disminuye
la viscosidad del medio facilitando la movilidad de las bacterias.

Estudios recientes han demostrado que Escherichia coli sobreexpresa los genes
de la motilidad y quimiotaxis en condiciones de estrés nutricional incluso en
ausencia de gradientes de nutrientes (cultivo homogéneo). Ello sugiere que las
bacterias pueden generar gradientes locales de fuentes de carbono y metabolitos
excretados y, posteriormente, utilizar la quimiotaxis para mejorar la detecciéon y

utilizacion de estos compuestos (Ni et al., 2020).

El suministro continuo de nutrientes en el cultivo de retentostato podria explicar la
ausencia de reacciones caracteristicas de la inanicion en fase estacionaria, como
la activacion de la respuesta de estrés general (Petersohn et al., 2001) y la
activacion de los mecanismos de reparacion del ADN caracteristicos de la
mutagénesis ocasionada por el estrés oxidativo durante la fase estacionaria de
Bacillus subtilis (Vidales et al., 2009)

Varios estudios han observado que especies de Geobacillus y Parageobacillus

han alterado proactivamente sus genomas y plasmidos a través de transferencia

horizontal de genes (Stuknyte et al., 2008; De Maayer et al., 2014; Burgess et al.,
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2017), siendo un mecanismo clave para su adaptacion ambiental a diferentes
habitats. En el analisis gendmico (capitulo 3) hemos descrito que Parageobacillus
thermoglucosidasius 23.6 tiene la posibilidad de llevar a cabo las tres vias
principales de transferencia horizontal de genes (transformacion, conjugacion y
traduccion). El analisis transcriptomico nos muestra que hay una regulacion
diferencial de estas vias cuando la tasa de crecimiento disminuye.

La conjugacién, que podria ser gobernada principalmente por los genes incluidos
en Tmp3 y genes de Tmp1 englobados en el COG U, se reprime cuando la tasa
de crecimiento disminuye, posiblemente porque este tipo de trasferencia
horizontal requiere un coste energético elevado.

La transformacion, representada por el gran numero de secuencias de insercion
presentes en Tmp1 esta sobreexpresada durante el crecimiento en quimiostato y
retentostato, favoreciendo la alteracidn gendmica cuando las condiciones son
adversas (Xu et al. 1993). Con este tipo de datos es imposible saber como se
estan moviendo estos elementos génicos pero el hecho de que Tmp1 y Tmp2
tengan una regulacion transcripcional similar y presenten genes unicos que tienen
una frecuencia de uso de codones similar (capitulo 3), nos podria indicar que hay
saltos de transposicion entre Tmp1 y Tmp2. En cualquier modo, la sobreexpresion
de genes relacionados con la transformacion en condiciones de crecimiento muy
reducido sugiere una capacidad adicional de adaptacién a condiciones adversas.
La traduccion es el mecanismo de transferencia horizontal mediado por fagos que
puede aportar una ventaja selectiva por la incorporacién de nuevo ADN pero
también pueden tener un costo de aptitud si los fagos son virulentos (Frost et al.,
2005). Una de las formas que tienen las bacterias para resistir la infeccion por
fagos son los sistemas de repeticiones palindromicas cortas agrupadas
regularmente e interespaciadas (CRISPR). Estos sistemas equipan a las bacterias

con un "sistema inmunolégico adaptativo" especifico de secuencia que es

207



Analisis transcripcional de Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 a tasas de

crecimiento cercanas a cero

heredable (Marraffini y Sontheimer, 2010). Los CRISPR tienen integrados entre la
secuencia repetitiva, ADN correspondiente a los fagos (espaciadores) que son
transcritos y procesados por las proteinas asociadas a CRISPR (Cas) en ARN
pequefios no codicifantes (ARNcr). EI complejo proteico CAS y ARNcr interfiere
de forma especifica con los acidos nucleicos del fago provocando su degradacién
(Richter et al., 2012).

La cepa 23.6 coexiste con un fago (Tmp4) que no tiene la capacidad de integrarse
en el genoma de la bacteria y solo se expresa en condiciones de crecimiento
exponencial. Una posible explicacion a esta regulacion podria estar mediada por
el sistema CRISPR/CAS. A tasas de crecimiento cercanas a cero las regiones
CRISPR vy las proteinas CAS estan muy sobreexpresadas, por lo tanto el
complejo espaciador proteina CAS interacciona con las secuencias de Tmp4 con
las que presenta homologia (Figura 4.11) entre otras, la ARN polimerasa del fago
y las proteinas homologas al fago lambda que regulan la entrada al ciclo litico y
lisogénico: CRO y CI (Oppenheim et al., 2019), provocando su degradacion. Esto
explicaria la represion de todos los genes de Tmp4 a tasas de crecimiento bajo y
la imposibilidad de integrarse en el genoma de Parageobacillus
thermoglucosidasius 23.6 cuando las condiciones son adversas ya que de lo
contrario perjudicaria la capacidad de supervivencia de ambos, huésped y fago.
Sin embargo cuando las condiciones son Optimas para el crecimiento y hay
nutrientes en abundancia las regiones CRISPR y proteinas CAS no estan tan
sobreexpresadas por lo que la inhibicién del fago esta en un periodo reducido. En
estas condiciones la proteina regulatoria que mas se expresa es CRO, induciendo

al fago al ciclo litico (Oppenheim et al., 2019).
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A pesar de que estos microorganismos tienen la capacidad de crecer muy
rapidamente cuando las condiciones son oOptimas, considerandose oportunistas
(Zeigler, 2104), también estan expuestos a una alta mortalidad propiciada por
fagos por lo que su abundancia se veria mermada rapidamente. Sin embargo
cuando las condiciones son adversas (escasez de nutrientes) tienen la capacidad
de crecer lentamente, presentando una minima tasa de mortalidad, de modo que
podria competir por los recursos del medio, activando un gran numero de genes

que favorecen su persistencia y adaptacion al medio.

Golovlev, 2001 ha sugerido que las respuestas bacterianas ante los cambios
ambientales pueden ser tan diversan que no debemos asignar una estrategia de
vida concreta sino como una combinacion de “tacticas ecoldgicas” ya que el
numero de tales combinaciones puede ser tan grande que resultara dificil
clasificar las estrategias de vida bacteriana. En este sentido, Parageobacillus
thermoglucosidasius 23.6 representa un modelo adaptativo al ecosistema suelo
en el que vive en funcién de la periodicidad de sus condiciones ambientales y
suministro de nutrientes. Esta observacion esta de acuerdo con los resultados
transcriptomicos presentados y coincide con estudios recientes que demuestran
su adaptacion a condiciones de sequedad y elevada temperatura y confirman su
papel potencial en suelos en cuanto a su participacion en los ciclos
biogeoquimicos de nutrientes, especificamente del C, N, S y P (Portillo et al.,
2012; Santana y Gonzalez, 2015; Gémez et al. 2020a y b).
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4.6. Conclusiones

El estudio transcriptdmico revela que Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6
puede vivir a tasas de crecimiento cercanas a cero (u = 0,00047 h™') ya que tiene
la capacidad de regular la expresion génica cuando los nutrientes son limitantes,
reprimiendo los genes involucrados en la replicacion y division celular y
sobreexpresando genes encargados de obtener energia de fuentes alternativas
(lipidos) y el metabolismo secundario. Ademas, la alta viabilidad celular y la
represion de los sistemas implicados en la reparacién del ADN y las especies
reactivas de oxigeno indican que el deterioro de las funciones celulares esta
ausente en los cultivos de retentostato. Cuando las condiciones son adversas
(escasez de nutrientes) la cepa 23.6 activa un gran numero de elementos méviles
genéticos favoreciendo la diversificacion del genoma y su adaptacion al medio en
el que se desarrollan. También aumenta la expresion de las regiones CRISPR vy
proteinas CAS que impiden las infecciones por fago (Tmp4) y su integracion,

favoreciendo su viabilidad y persistencia en los ambientes que colonizan.
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4.8. Anexo

Tabla suplementaria 4.1. Anotacion de los genes representados en la figura 4.8 y Figura 4.9.

Nombre

single-stranded DNA-binding protein
flagellar basal body rod protein
PspA/IM30 family protein
cell wall-active antibiotics response protein
sensor histidine kinase
response regulator transcription factor
bifunctional acetaldehyde-CoA/alcohol dehydrogenase
uracil-DNA glycosylase
4-oxalocrotonate tautomerase
acetyl-CoA C-acetyltransferase
acyl-CoA dehydrogenase
acyl-CoA dehydrogenase
response regulator
fructose-bisphosphate aldolase
fructose-6-phosphate aldolase
iron-containing alcohol dehydrogenase
ribose 5-phosphate isomerase B
response regulator transcription factor
IS1182 family transposase
Nisl/Spal family lantibiotic immunity lipoprotein
lantibiotic immunity ABC transporter MutG family permease subunit
lantibiotic immunity ABC transporter MutE/EpiE family permease subunit
lantibiotic protection ABC transporter ATP-binding protein

Referencia Gen

pgaptmp_000019 ssb

pgaptmp_000047 -
pgaptmp_000048 -
pgaptmp_000049 -
pgaptmp_000050 -
pgaptmp_000051
pgaptmp_000052 adhE
pgaptmp_000080 -
pgaptmp_000093 -
pgaptmp_000104 -
pgaptmp_000106 -
pgaptmp_000107 -
pgaptmp_000113 -
pgaptmp_000114 -
pgaptmp_000115 fsa
pgaptmp_000123 -
pgaptmp_000134 rpiB
pgaptmp_000224 -
pgaptmp_000286 -
pgaptmp_000299 -
pgaptmp_000300 -
pgaptmp_000301 -
pgaptmp_000302 -

pgaptmp_000303 -

pgaptmp_000304

response regulator transcription factor
HAMP domain-containing histidine kinase

pgaptmp_000326 pcrA DNA helicase PcrA
pgaptmp_000338 - helix-turn-helix transcriptional regulator
pgaptmp_000357 - ABC transporter substrate-binding protein
pgaptmp_000363 - IS1182 family transposase
pgaptmp_000394 - iron-containing alcohol dehydrogenase
pgaptmp_000403 cas7b type I-B CRISPR-associated protein Cas7/Csh2
pgaptmp_000404 cas5b type I-B CRISPR-associated protein Casb
pgaptmp_000405 cas3 CRISPR-associated helicase Cas3
pgaptmp_000406 cas4 CRISPR-associated protein Cas4
pgaptmp_000407 cas1b type I-B CRISPR-associated endonuclease Cas1
pgaptmp_000408 cas2 CRISPR-associated endonuclease Cas2
pgaptmp_000409 cas6 CRISPR-associated endoribonuclease Cas6
pgaptmp_000454 - aldehyde dehydrogenase family protein
pgaptmp_000506 - DNA-3-methyladenine glycosylase 2 family protein
pgaptmp_000525 - acyl-CoA dehydrogenase family protein
pgaptmp_000550 mutY A/G-specific adenine glycosylase
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Referencia Gen Nombre
pgaptmp_000620 - ABC transporter substrate-binding protein
pgaptmp_000678 recJ single-stranded-DNA-specific exonuclease RecJ
pgaptmp_000680 - recombinase family protein
pgaptmp_000684 - recombinase family protein
pgaptmp_000704 - zinc-dependent alcohol dehydrogenase family protein
pgaptmp_000708 - acetaldehyde dehydrogenase (acetylating)
Pgaptmp_000762 - HTH-type transcriptional regulator Hpr
pgaptmp_000789 - competence protein ComK
pgaptmp_000817 gnd decarboxylating 6-phosphogluconate dehydrogenase
pgaptmp_000818 - glucose-6-phosphate dehydrogenase
pgaptmp_000819 - iron-containing alcohol dehydrogenase
pgaptmp_000879 - peptide ABC transporter substrate-binding protein
pgaptmp_000897 - GTP pyrophosphokinase family protein
pgaptmp_000929 - recombinase family protein
pgaptmp_000939 - transposase
pgaptmp_000941 - transposase
pgaptmp_000942 - tyrosine-type recombinase/integrase
pgaptmp_000964 - transposase
pgaptmp_000976 - DDE-type integrase/transposase/recombinase
pgaptmp_001006 - PAS domain S-box protein
pgaptmp_001015 minW 2%2C3-diketo-5-methylthiopentyl-1-phosphate enolase
pgaptmp_001028 - zinc-dependent alcohol dehydrogenase family protein
pgaptmp_001057 - acyl-CoA dehydrogenase
pgaptmp_001085 pdhA  pyruvate dehydrogenase (acety;tgﬁgsferring) E1 component subunit
pgaptmp_001088 IpdA dihydrolipoyl dehydrogenase
pgaptmp_001135 - enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein
pgaptmp_001187  priA primosomal protein N
pgaptmp_001195 - ribulose-phosphate 3-epimerase
pgaptmp_001231 codY GTP-sensing pleiotropic transcriptional regulator CodY
pgaptmp_001311 recA recombinase RecA
pgaptmp_ 001328 mutS DNA mismatch repair protein MutS
pgaptmp_ 001329 mutL DNA mismatch repair endonuclease MutL
pgaptmp_001355 - acyl-CoA dehydrogenase family protein
pgaptmp_001358 - 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase family protein
pgaptmp_001359 - thiolase family protein
pgaptmp_001365 /lexA transcriptional repressor LexA
pgaptmp_001367 - recombinase family protein
pgaptmp_001369  tkt transketolase

pgaptmp_001380
pgaptmp_001395
pgaptmp_001442
pgaptmp_001444
pgaptmp_001460
pgaptmp_001479

pgaptmp_001522

IS1182 family transposase
acyl-CoA dehydrogenase family protein
DDE-type integrase/transposase/recombinase
transposase
transposase
CoA-acylating methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase
enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein
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Referencia Gen Nombre
pgaptmp_001632 - iron-containing alcohol dehydrogenase family protein
pgaptmp_001665 - 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
pgaptmp_001666 - acyl-CoA dehydrogenase family protein
pgaptmp_001667 - thiolase family protein
pgaptmp_001690 - iron-containing alcohol dehydrogenase
pgaptmp_001724 - aldehyde dehydrogenase family protein
pgaptmp_001727 gabT 4-aminobutyrate--2-oxoglutarate transaminase
pgaptmp_001728 - aldehyde dehydrogenase family protein
pgaptmp_001731 - enoyl-CoA hydratase
pgaptmp_001763 - CoA-acylating methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase
pgaptmp_001769 - aldehyde dehydrogenase family protein
pgaptmp_001770 - N-acyl homoserine lactonase family protein
pgaptmp_001771 - iron-containing alcohol dehydrogenase
pgaptmp_001799 - two-component sensor histidine kinase
pgaptmp_001965 - IS3 family transposase
Pgaptmp_001975 - AraC family transcriptional regulator
pgaptmp_002015 - enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein
pgaptmp_002043 dmpG 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase
pgaptmp_002045 - catechol 2%2C3-dioxygenase
pgaptmp_002055 - iron-containing alcohol dehydrogenase
pgaptmp_002057 - aldehyde dehydrogenase EutE
pgaptmp_002078 - iron-containing alcohol dehydrogenase
pgaptmp_002207 - enoyl-CoA hydratase
pgaptmp_002208 - hydroxymethylglutaryl-CoA lyase
pgaptmp_002212 - acyl-CoA dehydrogenase
pgaptmp_002308 - long-chain fatty acid--CoA ligase
pgaptmp_002311 - aldehyde dehydrogenase
pgaptmp_002312 - 4-oxalocrotonate tautomerase
pgaptmp_002314 dmpG 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase
pgaptmp_002315 - acetaldehyde dehydrogenase (acetylating)
pgaptmp_002316 - fumarylacetoacetate hydrolase family protein
pgaptmp_002317 - alpha/beta fold hydrolase
pgaptmp_002318 - catechol 2%2C3-dioxygenase
pgaptmp_002343 - acyl-CoA dehydrogenase family protein
pgaptmp_002356 - acetoacetate--CoA ligase
pgaptmp_002398 IpdA dihydrolipoyl dehydrogenase
pgaptmp_002399 - 2-oxo acid dehydrogenase subunit E2
pgaptmp_002400 - alpha-ketoacid dehydrogenase subunit beta
pgaptmp_002410 - enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein
pgaptmp_002411 - acetyl-CoA C-acyltransferase
pgaptmp_002412 - 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
pgaptmp_002413 - aldehyde dehydrogenase
pgaptmp_002414 - enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein
pgaptmp_002423 - aldehyde dehydrogenase family protein
pgaptmp_002427 cas1b type I-B CRISPR-associated endonuclease Cas1
pgaptmp_002428 cas4 CRISPR-associated protein Cas4
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Referencia Gen Nombre
pgaptmp_002429 cas3 CRISPR-associated helicase Cas3
pgaptmp_002430 cas5b type I-B CRISPR-associated protein Cas5
pgaptmp_002431 cas7i type I-B CRISPR-associated protein Cas7/Cst2/DevR
pgaptmp_002432 - type I-B CRISPR-associated protein Cas8b1/Cst1
pgaptmp_002433 cas6 CRISPR-associated endoribonuclease Cas6
pgaptmp_002501 nth endonuclease Il
pgaptmp_002671 - acyl-CoA carboxylase subunit beta
pgaptmp_002672 mce methylmalonyl-CoA epimerase
pgaptmp_ 002681 scpA methylmalonyl-CoA mutase
pgaptmp_002682 - acyl-CoA mutase large subunit family protein
pgaptmp_002684 - transposase
pgaptmp_002691 - 2-oxo acid dehydrogenase subunit E2
pgaptmp_002692 - alpha-ketoacid dehydrogenase subunit beta
pgaptmp_002693 ) thiamine pyrophosphate-dependgnt dehydrogenase E1 component

subunit alpha

pgaptmp_002694 IpdA dihydrolipoyl dehydrogenase
pgaptmp_002696 - Glu/Leu/Phe/Val dehydrogenase
pgaptmp_002703 spoOA sporulation transcription factor Spo0OA
pgaptmp_002710 - exodeoxyribonuclease VII small subunit
pgaptmp_002792 - deoxyribonuclease IV
pgaptmp_002805 recO DNA repair protein RecO
pgaptmp_002832 holA DNA polymerase Il subunit delta

pgaptmp_002878
pgaptmp_002895

pgaptmp_002906
pgaptmp_002907
pgaptmp_002922
pgaptmp_002967
pgaptmp_002978
pgaptmp_002992
pgaptmp_003008
pgaptmp_003010
pgaptmp_003042
pgaptmp_003049
pgaptmp_003050
pgaptmp_003059
pgaptmp_003060
pgaptmp_003064
pgaptmp_003082
pgaptmp_003083
pgaptmp_003193
pgaptmp_003220
pgaptmp_003221
pgaptmp_003223

pgaptmp_003225

ATP-dependent RecD-like DNA helicase
bifunctional (p)ppGpp synthetase/guanosine-3'%2C5'-bis(diphosphate)
3'-pyrophosphohydrolase
Holliday junction branch migration DNA helicase RuvB
Holliday junction branch migration protein RuvA
sporulation initiation phosphotransferase B
IS1182 family transposase
branched-chain-amino-acid transaminase
excinuclease ABC subunit UvrC
enoyl-CoA hydratase
long-chain-fatty-acid--CoA ligase
primosomal protein Dnal
DNA-formamidopyrimidine glycosylase
DNA polymerase |
pyruvate kinase
6-phosphofructokinase
DNA polymerase Il subunit alpha
IS1182 family transposase
IS3 family transposase
catabolite control protein A
long-chain fatty acid--CoA ligase
acyl-CoA dehydrogenase family protein
enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein
thiolase family protein
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Referencia

Gen Nombre

pgaptmp_003228
pgaptmp_003230
pgaptmp_003236
pgaptmp_003242
pgaptmp_003250
pgaptmp_003271
pgaptmp_003308
pgaptmp_003309
pgaptmp_003310
pgaptmp_003378
pgaptmp_003379
pgaptmp_003380
pgaptmp_003400
pgaptmp_003401
pgaptmp_003402
pgaptmp_003407
pgaptmp_003412
pgaptmp_003436
pgaptmp_003464
pgaptmp_003466
pgaptmp_003467
pgaptmp_003497
pgaptmp_003498
pgaptmp_003693
pgaptmp_003760
pgaptmp_003880
pgaptmp_003891
pgaptmp_003914
pgaptmp_003954
pgaptmp 003955

- Zn-dependent alcohol dehydrogenase
- aldehyde dehydrogenase family protein
- 1S1182 family transposase
- tyrosine-type recombinase/integrase
- tyrosine-type recombinase/integrase
- tyrosine-type recombinase/integrase
- tyrosine-type recombinase/integrase
- glucose-6-phosphate isomerase
- iron-containing alcohol dehydrogenase
- acyl-CoA dehydrogenase family protein
- acetyl-CoA C-acetyltransferase
- enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein
hpaE  5-carboxymethyl-2-hydroxymuconate semialdehyde dehydrogenase
- 5-carboxymethyl-2-hydroxymuconate Delta-isomerase
- fumarylacetoacetate hydrolase family protein
hpaB 4-hydroxyphenylacetate 3-monooxygenase%2C oxygenase component
- IS3 family transposase
- DDE-type integrase/transposase/recombinase
- 2%2C3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase
- phosphoglycerate kinase
gap type | glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

uvrA excinuclease ABC subunit UvrA
uvrB excinuclease ABC subunit UvrB

- AraC family transcriptional regulator
infA translation initiation factor IF-1
holB DNA polymerase Il subunit delta
recR recombination protein RecR
recF DNA replication/repair protein RecF

- fumarylacetoacetate hydrolase family protein
- acetaldehyde dehydrogenase (acetylating)
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Respuesta fisiologica y transcripcional de
Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 a

cambios de temperatura (60 — 20° C)
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5.1. Resumen

Las caracteristicas fisiolégicas y mecanismos moleculares que permiten que
microorganismos del suelo, y especialmente aquellos termofilos como
Parageobacillus, puedan sobrevivir y adaptarse a diversos factores de estrés
ambiental son pocos conocidos. Con el fin de reproducir las condiciones
ambientales de la superficie de los suelos, se cultivdo Parageobacillus
thermoglucosidasius 23.6 en un quimiostato con una tasa de crecimiento reducida
(0.025 h'") simulando un ciclo diario de temperaturas (60-20° C) tipico de suelos
de latitudes medias. La cepa 23.6 solo aumenta su biomasa cuando la
temperatura es superior a 40° C y durante el periodo de incubacion a 20° C
mantiene su viabilidad y cierta inercia metabdlica de modo que diversos procesos
continuan, como por ejemplo la citocinesis. El analisis del transcriptoma reveld
que al disminuir la temperatura el 66% de los genes anotados se expresan
diferencialmente, predominando la represion y categorias funcionales como
metabolismo de nucledtidos, traduccion, transporte de iones inorganicos, trafico
intracelular, secrecién y transporte vesicular y Tmp3 (plasmido conjugativo)
presentaban un alto porcentaje de genes sobreexpresados. Al final del periodo de
incubacion a 20° C los niveles de expresion de la gran mayoria de los genes y la
cantidad de ARN se mantuvieron constantes. Las bacterias termofilas (i.e., P.
thermoglucosidasius 23.6) expuestas a un ambiente de bajas temperaturas
preservan su ARN permitiéndole responder rapidamente cuando las condiciones

vuelven a ser Optimas para el crecimiento.
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5.2. Introduccion

Aun hoy en dia quedan muchos aspectos por comprender sobre el
funcionamiento de nuestro planeta y esta especialmente vinculado al papel que
llevan a cabo los microorganismos. La diversidad microbiana en el planeta Tierra
es tan alta (Curtis et al., 2002; Gonzalez et al., 2012), que a pesar de todos los
avances en los métodos de secuenciacion y deteccion aun desconocemos una
gran parte de esos microorganismos y todavia estamos muy lejos de comprender
como funcionan y como utilizar ese enorme potencial biolégico. Entender el
funcionamiento de los microorganismos en el ecosistema es fundamental para
alcanzar un uso eficiente de los recursos naturales y comprender sus

consecuencias a nivel local y global.

Una de las principales caracteristicas del medio ambiente es su variabilidad. El
clima, a través de los cambios estacionales y los ciclos diarios, es uno de los
grandes motores de esta gran heterogeneidad medioambiental y la cual afecta
directamente a las comunidades biolégicas. Un ejemplo tipico de alguno de estos
cambios los tenemos reflejados en la Peninsula Ibérica donde podemos encontrar
temperaturas muy reducidas en invierno y muy elevadas en verano, propio de
climas continentales. Los suelos con escasa cubierta vegetal estan muy
expuestos a la radiacion solar y como consecuencia la temperatura en las capas
superficiales (0-5 cm) aumenta significativamente en periodos calidos. En el sur
de la Peninsula Ibérica se han registrado temperaturas de 70° C en la superficie
de suelos (Portillo et al., 2012; Gonzalez et al., 2015) donde las altas
temperaturas pueden mantenerse durante mas de 11 horas por encima de 40° C

(Figura 5.1). Ademas, entre el dia y la noche pueden observarse diferencias de
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hasta 50° C. Algunos autores han registrado temperaturas superiores a los 90° C

en la superficie de los desiertos (McCalley y Sparks 2009).
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Figura 5.1. Ciclo de temperaturas (ambiente y superficie del suelo) y radiacion
solar (W/m?) durante un dia de verano en el sur de la Peninsula Ibérica (Coria del
Rio, Sevilla)

Estas temperaturas tan elevadas estan muy por encima del 6ptimo de crecimiento
de las bacterias mesodfilas del suelo que son las comunmente estudiadas. De
hecho esas altas temperaturas superan el rango de temperatura que la mayoria
de bacterias mesodfilas son capaces de tolerar. Como consecuencia, se ha
sugerido que la actividad microbiana en las capas superiores se reduce mucho
durante tales eventos extremos de temperatura (Townsend et al., 1992). Sin
embargo, se ha demostrado la existencia de actividad enzimatica bacteriana en

suelos a temperaturas superiores a 40° C (Gonzalez et al., 2015) o actividad
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después de la exposicion a estas temperaturas como resultado de la estimulacién
metabdlica (Ho y Frenzel 2012). En general, los microorganismos mesdfilos bajo
eventos de altas temperaturas disminuyen su actividad e inician procesos de
supervivencia, mientras que los microorgaismos termdfilos encontrarian las

condiciones temporales adecuadas para desarrollarse.

Como hemos mencionado en los capitulos anteriores las bacterias Gram-positivas
termofilas del filo Firmicutes, especificamente especies pertenecientes a los
géneros Geobacillus y Parageobacillus, tienen una distribucion ubicua y estan
presentes en todos los suelos estudiados (Marchant et al., 2002, 2008; Portillo et
al.,, 2012; Santana et al., 2013; Zeigler, 2014; Suzuki, 2018) sugiriendo que
pueden participar activamente en las reacciones biogeoquimicas del suelo
(Gonzalez y Portillo, 2010 a, b,c; Santana et al., 2013 Gonzalez et al., 2015;
Santana et al. 2021). Por lo tanto, el estudio de los microorganismos termofilos en
el suelo y su papel en los ecosistemas es un aspecto que necesita ser

investigado.

Con el fin de comprender la relevancia de los Firmicutes termdéfilos en el suelo,
Gonzalez et al. (2015) ha demostrado que temperaturas ambientales de 30° C, o
incluso inferiores, son suficientes para que la superficie de los suelos y
sedimentos con escasa cobertura vegetal alcancen temperaturas superiores a los
40°C. Esta temperatura (40°C) es suficiente para que estos termdfilos del suelo
muestren crecimiento en condiciones de laboratorio. Al analizar la frecuencia de
dias al afo que superan los 30° C de temperatura ambiente para un amplio rango
de latitudes terrestres, se observa que en latitudes altas (superiores a 40° N o S)
rara vez ocurren eventos de altas temperaturas. Sin embrago, a latitudes mas

bajas, menores de 40° N o S, el numero de eventos calurosos aumenta conforme
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nos acercamos al ecuador (Figura 5.2) (Gonzalez et al., 2015). Un ejemplo lo
encontramos en Sevilla (37° N) donde la temperatura ambiental supera los 30° C
unos 120 dias al afo (Figura 1.4).

Este rango de latitud (entre 40° N y S) incluye mas del 50% de las tierras
emergidas y las altas temperaturas se ha observado que estan directamente
relacionadas con un menor contenido en materia organica en suelos de latitudes

bajas (Santana y Gonzalez, 2015)
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Figura 5.2. Numero de dias que alcanzan al menos 30° C en funcién de la latitud a
distintas localidades. Sur, valores negativos y Norte valores positivos (Gonzalez et
al., 2015).
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Se ha mencionado que dependiendo de la temperatura ambiental, los
microorganismos termdéfilos en suelos pueden llegar a tener relevancia ecolégica
en funcion de los ciclos estacionales en ecosistemas de latitudes medias y bajas y
en un esperado aumento de eventos extremos de alta temperatura como
consecuencia del cambio climatico (Davidson and Janssens, 2006; Connant et al.,
2011; Gonzalez et al.,, 2015; Santana y Gonzélez, 2015). Sin embargo, una
primera cuestion a resolver es cOmo sobreviven esos microorganismos termofilos
durante periodos de temperaturas mas bajas o incluso en ambientes en los que
muy rara vez se lleguen a alcanzar temperaturas calidas, como ocurren en los

suelos del Norte de Europa (Marchant et al., 2002) o América (Wong et al., 2015).

Muchos microorganismos se ven obligados a desarrollarse en un entorno que no
es adecuado para su crecimiento. Debido a la gran capacidad de dispersion de
los microorganismos, por su pequeno tamafo, son capaces de alcanzar cualquier
lugar del planeta. Para que esos microorganismos persistan en el ecosistema
alcanzado, su numero ha de equilibrarse bien por la nueva llegada de esos
microorganismos o por su capacidad de desarrollarse en ese ambiente (Pedros-
Alié, 2012). Microorganismo termofilos (principalmente Geobacillus 'y
Parageobacillus) también han sido identificados en muestras de aire, agua de
lluvia (Marchant et al., 2008) y de la troposfera (Els et al., 2019). Como
mecanismos para explicar su persistencia en ambientes frios, se ha citado que la
mortalidad de estos microorganismos termdfilos a bajas temperaturas (4° C) es
muy reducida a diferencia de lo que les ocurre en sus condiciones optimas de
crecimiento (Marchant et al., 2008). Esto podria justificar la capacidad de los
microorganismos terméfilos para persistir y mantener su presencia en ambientes

relativamente frios.
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La gran capacidad de dispersion de los microorganismos justificaria la capacidad
de alcanzar cualquier habitat (Zeigler, 2014). Sin embargo, faltaria explicar y
llegar a comprender si estos microorganismos mantienen algun tipo de actividad
metabdlica o crecimiento cuando se ven expuestos a ambientes frios con

temperaturas consideradas como demasiado bajas para su crecimiento.

Una de las principales caracteristicas de los bacterias termodfilas Gram-positivas
es que tienen la capacidad de formar endosporas que les permiten sobrevivir en
ambientes hostiles (Nazina et al., 2001). Las esporas son un estado de latencia
en los que se forma una estructura de resistencia y la actividad fisiologica de los
microorganismos se ve fuertemente reducida (Roszak y Colwell, 1987). Las
esporas no constituyen el unico estado de Ilatencia ya que muchos
microorganismos pueden reducir su metabolismo endoégeno durante tiempos
prolongados sin la necesidad de formar este tipo de estructuras (Raubuch et al.,
2002).

Marchant et al. (2008), Portillo et al. (2012) y Santana et al. (2013) coinciden en
que Geobacillus y otras especies termdfilas se encuentran en los suelos
principalmente como células vegetativas y los resultados experimentales
obtenidos no son consecuencia de la presencia de esporas. Ello ha sido deducido
en base a su elevada actividad y rapida capacidad de respuesta que seria
imposible si esas células estuviesen formando esporas o estructuras de
resistencia que presentan minima actividad y requieren tiempos relativamente

largos para su transformacion a formas vegetativas.

Los microorganismos también pueden estar presentes en el medio ambiente en

un estado denominado como potencialmente activo (Blagodatskaya y Kuzyakov,
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2013). Se trata de un estado de “alerta fisiolégica”, es decir, las células mantienen
un metabolismo reducido, debido, por ejemplo, a un estrés nutricional, del que se
reactivan muy rapidamente (pocas horas) cuando el estrés desaparece (Placella
et al., 2012). Especies del género Geobacillus y Parageobacillus son capaces de
crecer rapidamente en periodos breves de altas temperaturas y abundancia de
nutrientes (Pavlostathis et al.,2006). Ademas, tienen la capacidad de formar
colonias muy rapidamente (8-12 horas) desde una siembra directa de suelo,
sugiriendo de nuevo que se encuentran potencialmente activos (Blagodatskaya y

Kuzyakov, 2013) en el medio del que son aislados.

La actividad de los microorganismos del suelo se podria estimar en base a sus
actividades enzimaticas extracelulares (Blagodatskaya y Kuzyakov, 2013) ya que
la degradacion de polimeros a monomeros asimilables representa, generalmente,
el paso limitante para el crecimiento de los microorganismos, y especificamente
para la descomposicion de materia organica del suelo (Davidson and Janssens,
2006; Conant et al., 2011; Gonzalez et al., 2015; Gémez et al., 2020a). Se trata de
un medida indirecta ya que la persistencia de las enzimas microbianas en el suelo
puede variar de un microorganismo a otro, siendo la enzimas de los
microorganismos termofilos las que presentan tiempos de persistencia mas largos

en suelos (Gomez et al., 2020b).

Gonzalez et al. (2015) ha demostrado que la actividad enzimatica extracelular
(glucosidasas y proteasas) en suelos y sedimentos presentan picos maximos de
actividad a temperaturas entre 50 y 75° C. Estos picos también ocurren en suelos
de latitudes altas (Gonzalez et al., 2015) donde eventos de altas temperaturas al
afo son muy esporadicos o inexistentes (Figura 5.2). La presencia de estos picos

de maxima actividad nos indica que en algun momento los termdfilos presentes

232



Capitulo 5

en los suelos templados o frios han producido estas enzimas vy, por lo tanto, han
mostrado actividad metabdlica y han puesto en marcha mecanismos de desarrollo

y persistencia.

No solo hay evidencias indirectas de la actividad de microorganismos termofilos
en ambientes frios si no que diferentes autores han conseguido crecer cepas de
Geobacillus a temperaturas inferiores de 40° C. Long y Willians, (1959) describen
que diferentes cepas de Bacillus stearothermophilus (actualmente, Geobacillus
stearothermophilus) crecen relativamente rapido a 37° C solo cuando son
cultivados en un medio que contiene triptona, glucosa y Basamin (extracto de
levadura hidrolizado procedente de la fabrica de cervezas Budweiser, San Luis,
Misuri). Suzuki, (2017) senala que Geobacillus kaustophilus HTA426 crece a 35°
C cuando el medio de cultivo contiene mioinositol, presumiblemente porque la
cepa contenga una mioinositol deshidrogenasa que actua a temperatura
ambiente. El ejemplo mas llamativo es el de Marchant et al. (2008) que
observaron crecimiento lento de Geobacillus thermoleovorans a 4° C en un tiempo
de 9 meses y descartaron que se deba a contaminacién por microorganismos

mesofilos.

En este escenario, podriamos considerar que las bacterias de suelos serian
capaces de desarrollarse con tasas netas de crecimiento muy reducidas en
condiciones muy distantes de las que creemos Optimas para esos
microorganismos. Como varian esas tasas de crecimiento y mortalidad en funcién
de la distancia a sus condiciones Optimas de crecimiento (consideradas por
experimentacion clasica con cultivos en el laboratorio) seria un aspecto a

confirmar.
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El objetivo de este estudio seria evaluar el comportamiento de Parageobacillus
thermoglucosidasius 23.6 en base a las caracteristicas fisiologicas y analisis
transcriptomico, durante ciclos de temperatura simulando las fluctuaciones
ciclicas (dia/noche) observadas en las capas superiores de suelos (Figura 5.1). El
ciclo de temperatura experimental utilizado en este estudio fluctta de una
temperatura elevada (6ptima para esas bacterias terméfilas, 60° C) a una baja
(20° C, muy baja para permitir su crecimiento segun lo que conocemos). Estas
temperaturas elevadas reflejan ejemplos observados en la superficie del suelo
durante el periodo estival en las horas centrales del dia y las temperaturas
minimas observadas durante la noche. Estos datos permitiran comprender la
estrategia de persistencia de estos microorganismos termdfilos frente a cambios

de temperatura observados en suelos a lo largo de ciclos diarios de temperatura.

5.3 Materiales y métodos

La superficie del suelo estda expuesta a una gran variabilidad de condiciones
ambientales y se trata de un sistema abierto para nutrientes y microorganismos
donde la competencia por los recursos es muy intensa dando lugar a que la gran
mayoria del tiempo la tasa de crecimiento especifica (u) de los microorganismos
sea mucho menor a su tasa maxima observada en cultivos de laboratorio (Koch,
1997; Ferenci, 2001).

Con el fin de simular estas condiciones en el laboratorio se cultivd
Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 en un quimiostato a una tasa de
dilucién de 0,025 h™'y se simul6 un ciclo de temperaturas similar a los registrados
en la superficie de suelos (Figura 5.1). En este tipo de experimentos las
condiciones de estabilidad propias de un cultivo de quimiostato se pierden ya que

se modifican los parametros del cultivo (temperatura) y, por lo tanto, no seremos
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capaces de estimar la tasa de crecimiento especifica en base a la tasa de dilucién
del sistema. El objetivo principal no es mantener la tasa de crecimiento si no
estudiar la respuesta de la cepa 23.6 a los cambios de temperatura tipicos de un
ciclo diario partiendo de una tasa de crecimiento limitada y baja (como es el caso

en los microorganismos que viven en suelos).

Para comenzar el cultivo en el bioreactor, se prepararon precultivos de
Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 en 20 ml de medio de cultivo NB
liquido (composicion por litro: 3 g de extracto de levadura, 5 g de peptona) y se
incub6 a 60° C durante toda la noche. A la manana siguiente, 0,5 ml del cultivo
sirvieron para inocular un matraz con 50 ml de NB que se incubd a 60° C hasta
alcanzar la fase exponencial. Estas células seran el indculo para los biorreactores.
Los biorreactores funcionaron en condiciones aerdbicas con un caudal de aire de
3 I.min-1 y una velocidad de agitacion de 500 r.p.m. El pH se mantuvo a 7.0
mediante la adicién automatica de acido clorhidrico 0,1 M y la formacién de
espuma se evitd anadiendo 1 ml del agente antiespumante (Xiameter ACP-1500,

The Down Chemical Company, Michigan; EEUU) cada 12 horas.

Se iniciaron dos experimentos individuales de quimiostato a velocidades de
dilucion de 0,025 h”'. Después de alcanzar la estabilidad en el quimiostato se
iniciaron los ciclos de temperaturas controlados por un bafio con refrigeracion
APO7R-20 (VWR, Atlanta, Georgia, USA). Este tipo de bafos permite programar
cambios de temperaturas con una precision de 0,5° C durante tiempos
determinados.

El ciclo de temperatura oscila entre 60° C (6ptima de crecimiento para la cepa
23.6 y temperatura facilmente alcanzada en la superficie de suelos del sur de

Espafa) y 20° C (temperatura tipica de suelo de latitudes medias y una
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temperatura mucho mas baja del considerado limite inferior de temperatura de
crecimiento para P. thermoglucosidasius que es 40° C). La diferencia entre los dos
experimentos reside en la configuracion de los ciclos de temperatura (Figura 5.3).
En el experimento A la bajada y subida de temperaturas se lleva a cabo durante 4
horas a razon de medio grado cada 3 minutos y el tiempo de temperatura
constante (20 y 60° C) es de 8 horas. En el experimento B los cambios entre

temperaturas se acortan a 3 horas (un grado cada 4,5 minutos) y el tiempo a 20°
C se aumenta a 10 horas.
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Figura 5.3. Ciclo de temperatura simulando un ciclo diario en un suelo del sur de
Espafna. Este ciclo esta basado en datos de temperatura recogidos en la
superficie de un suelo en Sevilla (Figura 5.1). Los puntos representados con un

circulo hacen referencia a las muestras utilizadas para el
transcriptoma.

analisis del
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Todas las medidas llevadas a cabo para la monitorizacion de los experimentos y
el andlisis de las muestras (viabilidad, UFC, numero de células y biovolumen) se
han realizado de la misma manera que en los procedimientos descritos en el
capitulo 2.2.3. Para llevar a cabo estas medidas, se tomaron muestras de 1 ml en
cada uno de los puntos del ciclo representados en la figura 5.3. exceptuando los
puntos representados con un circulo en los que se tomaron 7 ml. Estos puntos
fueron elegidos para el analisis trancriptomico y coincide con el momento del ciclo
en el que las temperaturas son bajas. Se van a denominar TO: se corresponde
con la muestra a 60° C antes de comenzar el descenso de temperatura; T1:
primera muestra con una temperatura de 20° C y T3: muestra después de 8 o0 10
horas a 20° C.

La cepa 23.6 no crece en el laboratorio en medio de cultivo en un matraz o tubo a
una temperatura inferior de 40° C por lo que al ser un cultivo en continuo se ha
tenido en cuenta la pérdida de células tedrica durante el tiempo de bajas
temperaturas debido a la reduccidn de la tasa de crecimiento en estos periodos a
menor temperatura. La concentracion de células/ml que se pierden es equivalente
al flujo de las bombas peristaticas, 45 ml/h. En este estado el numero de células
en el bioreactor disminuira progresivamente y los nutrientes se acumularan ya que
se espera una disminucion de la tasa metabdlica de las células en el bioreactor al
disminuir la temperatura. El numero de células tedricas representa el numero de
células esperadas en el cultivo como consecuencia de que no ha habido
crecimiento de la cepa 23.6 a temperaturas inferiores a 40° C y la tasa de dilucién
(45 ml/h) programada en el quimiostato. Cada hora que el cultivo este a 20° C se
pierden 45 ml de medio con células y depende de la concentracion (células/ml,
que son enumeradas) que hay en el bioreactor en el momento que la temperatura

disminuye a 20° C. Al conocer el numero de células totales en el bioreactor y el
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numero de células que se pierden por el efluente podemos predecir el numero de
células tedricas que deberia haber en el bioreactor durante la incubacion a 20° C

si no hubiese crecimiento en el niumero de estas células.

Para el aislamiento de ARN, 2 ml de las muestras TO, T1 y T3 se centrifugaron
durante 5 min a 6000 rpm y 4° C. Los sobrenadantes se desechan y las células
fueron congeladas a -80° C. Cada muestra se hizo por triplicado. Para favorecer la
lisis celular y aumentar la cantidad de ARN extraido de las muestras, las células
primero fueron tratadas con una solucion de lisozima (1 ug/ml) durante 15 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente, el ARN en las muestras fue extraido con
el kit ZymoBIOMICS DNA/RNA Miniprep (Zymo research, Irvine, CA, USA)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La plataforma de secuenciacion del
ARN utilizada fue lllumina Hiseq que la realiz6 la empresa BGI Genomics (Hong
Kong, China). Tras el filtrado de calidad, la secuenciacion bidireccional resulté en

una media de 95 millones de lecturas por muestra con un tamafio de 150 bases .

El analisis de los resultados de secuenciacion por ARN-seq siguié principalmente
el protocolo descrito por Pertea et al. (2016) como ya se ha mencionado
anteriormente (Materiales y Métodos 4.2.2). Se utilizaron dos muestras como
referencia, TO, para ver las diferencias de expresion entre altas y bajas
temperaturas y T1 para comparar la diferencia a 20° C desde el inicio de
exposicion a esta temperatura hasta después de 10 horas de incubacién a esa

temperatura.
Un test de comparacion por pares calculando los intervalos de confianza en cada

caso (Sokal y Rohlf, 2011) sirvié para determinar el nivel de significacion de las

diferencias encontradas entre las distintas condiciones experimentales. Los
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analisis fueron realizados diferenciando entre genes reprimidos (inhibidos o cuya
expresion se redujo), sobreexpresados (activados o con mayor expresion en las
condiciones analizadas) y constitutivos (aquellos que no muestran diferencias
entre las condiciones estudiadas).

Los genes y sus valores de expresion se agruparon en funcion de su categoria
COG (capitulo 3).

5.4. Resultados

Se realizaron dos experimentos de ciclo de temperatura entre 60° C (temperatura
Optima de crecimiento de Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6) y 20° C
(temperatura comun de suelos de latitudes medias). Al tratarse de un sistema de
cultivo continuo (quimiostato en su fase inicial a 60° C), la entrada de medio y
salida de sobrenadante y células se mantuvo a un flujo constante de 45 mi/h. Sin
embargo, al reducir la temperatura, a 20° C, P. thermoglucosidasius 23.6 no fue
capaz de crecer en numero de células, por lo tanto, durante el tiempo que el
cultivo se encuentre a esta temperatura la concentracion de células en el
bioreactor disminuye (por la dilucién de salida de cultivo) y los nutrientes se
acumulan (por entrada de medio fresco que no es completamente consumido
durante esta fase a baja temperatura). En el experimento A la células estuvieron 8
horas a 20° C (en cada ciclo) lo que supone una renovacién del medio de 360ml
cada ciclo, mientras que en el experimento B estuvieron 10 horas (por ciclo) lo
que corresponde a 450ml de medio nuevo por ciclo que diluyeron el cultivo. Estas
diferencias son importantes ya que el experimento A se diluye menos (pérdida de
células y entrada de medio nuevo) que en el B y esto se ve reflejado en el

crecimiento de la cepa 23.6 porque cada célula dispone de una concentracién de
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nutrientes mayor en el momento que sube la temperatura y se alcanzan los 60° C
(Figura 5.4).

En la Figura 5.4 se representa el numero de células totales en el bioreactor junto
con el porcentaje de células en divisién a lo largo de dos ciclos de temperaturas.
Se ha establecido como células en division aquellas que tienen un biovolumen
mayor a 3 ym?3. Las células con un biovolumen inferior o no se estan dividiendo o
se acaban de separar.

En ambos experimentos durante el primer ciclo de temperaturas observamos que
a 20° C el numero de células totales se mantiene constante y no hay crecimiento.
Esto se ve reflejado porque el niumero de células totales sigue la misma tendencia
que el numero de células tedricas (Figura 5.4), representada por la linea gris e
indica el numero de células esperadas en el bioreactor como consecuencia del
factor de dilucion (45mi/h). En el segundo ciclo de temperatura (y en ambos
experimentos) el numero de células totales esta ligeramente por encima del
numero de células tedricas (linea gris) indicando que se estan perdiendo menos
células de lo esperado o, dicho de otro modo, hay un aumento en el numero de

células (crecimiento) en el bioreactor.
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Figura 5.4. Evolucion del numero total
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de células de Parageobacillus

thermoglucosidasius 23.6 y del porcentaje de células en division a lo largo de dos

ciclos de temperatura (60-20° C). Experimento A, con 8 h de exposicion a 20°C y

experimento B, con 10 h de exposicién a 20°C.
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El estado de crecimiento se indica por el porcentaje de células en division. En el
primer ciclo de temperatura de ambos experimentos el porcentaje de células en
division (>3 pm?3) a 20° C es del 40% y se mantiene constante. En el segundo
ciclo, cuando la temperatura desciende a 20° C el porcentaje de células en
division es superior, 80% en el experimento Ay 60% en el B. En el experimento A
el porcentaje de células en division disminuye durante el periodo de incubacion a
20° C y esto podria explicar porque el numero de células totales y el numero de
células tedricas no coinciden. Las células que estaban en un estado avanzado de
la citocinesis continuaron con la separacion durante el periodo de incubacién a

20° C, completando el proceso de division.

Al subir la temperatura y alcanzar los 60° C el numero de células totales
disminuye inicialmente para posteriormente recuperarse. En el experimento A la
disminucién es mas acentuada y la recuperacion mas lenta, iniciandose poco
antes de volver a disminuir la temperatura (Figura 5.4 (A)). Sin embargo, el
porcentaje de células que tienen un biovolumen mayor a 3 pym® aumenta desde el
momento que se alcanzan los 60° C llegando a valores del 70 y el 80 % al final del
periodo de incubacion a 60° C confirmando un crecimiento activo en ese periodo

de exposicioén a 60°C.

La viabilidad celular durante los experimentos de ciclo de temperatura no se ve
comprometida aunque en el experimento A, la unidad formadora de colonias
(UFC) disminuye drasticamente (tres 6rdenes de magnitud menos) después de 8
horas a 60°C (Figura 5.5) pero posteriormente se recupera durante el tiempo de
bajada de temperatura. Por el contrario, en el experimento B no hay cambios

significativos en la UFC a lo largo de los ciclos de temperatura.
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Figura 5.5. Evolucion del numero de UFC a lo largo del ciclo de temperaturas
entre 60° C y 20° C. Mientras que en el experimento A el nimero de UFC
disminuye al final de los periodos de 60° C, en el experimento B se mantiene

aproximadamente constante el numero de UFC a lo largo del tiempo.

El descenso de tres ordenes de magnitud de la UFC a 60° C (Figura 5.5) en el
experimento A no se corresponde con la disminucion de células totales (Figura
5.4). Posiblemente, esta diferencia se deba a que las células del experimento A
son de mayor longitud que las del experimento 2, hecho que se ve mas acentuado
al final del periodo de incubacién a 60° C (Figura 5.6). En concreto, durante esta
fase del ciclo mas de un 12 % de células tienen un volumen superior a 8 um?®y se
han medido volumenes maximos de 40,7 um?3. La aparicion de células largas se

correlaciona con el recuento de UFC, cuando las células largas se colocan en una
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placa de NB forman una sola colonia pero en realidad representan multiples

células.

Exp. A

Exp.B

20°C 60°C 20°C 20" C

Figura 5.6. Cambio morfolégico de Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6
durante el cultivo en quimiostato con ciclos de temperatura. En el experimento A
las células presentan una morfologia mas alargada. Las imagenes seleccionadas

se corresponden con los puntos representados con un asterisco en la figura 5.5.

La abundancia de células es el resultado del equilibrio entre su tasa de
crecimiento y su mortalidad. No se descarta que la incubacion a 60° C después de
un periodo de bajas temperaturas afecte a la viabilidad celular ya que se registra
un descenso en el numero de células totales superior al factor de dilucion. En el
experimento A el descenso se prolonga mas que en el experimento B. Esta
diferencia posiblemente se deba a la configuracion de los ciclos de temperatura.
Al romper la estabilidad del cultivo en quimiostato la tasa de crecimiento se ve
afectada. Las células del experimento B disponen de mas nutrientes (mejores

condiciones, tras 10 h de dilucion a 20° C) al inicio del periodo de incubacion a 60°
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C y entran rapidamente en fase de crecimiento exponencial. Las células se
dividen con una tasa de duplicacion de 2,3 horas en el primer crecimiento del ciclo
y de 1,6 horas en el segundo (Figura 5.4 (B)). Sin embargo las células del
experimento A, al tener un periodo mas corto (8 h) a 20°C, disponen de menos
nutrientes y tiene una tasa de duplicacion de 3,4 horas en la primera fase de
crecimiento (Figura 5.4 (A)). Posiblemente esta diferencia en la tasa de
crecimiento explica la diferencia de tamafio celular entre ambos experimentos
(Figura 5.6). En el capitulo 2 se ha descrito la correlacion negativa entre la tasa de
crecimiento y el tamafio celular que ha sido utilizada para comprender la

evolucion de estos cultivos en los experimentos Ay B.

Durante el ciclo de temperatura generado (60-20° C), la division celular empieza
cuando la temperatura aumenta a valores superiores de 40° C. Sin embargo, la
separacion de las células en dos células hijas es mas lenta en el experimento A
(alargamiento celular) y no se detiene cuando la temperatura desciende a 20° C.
Este fendmeno genera un aumento del numero de células que viene derivado de
un aumento previo en biomasa durante su exposicion a 60° C. Durante todo el
experimento de ciclos de temperatura no se detectod la produccion de esporas, la
viabilidad se mantuvo constante y no se observo dafo celular que conduzca a
rotura celular. Las diferencias en la UFC se corresponden al aumento del tamafno
celular que dio una vision sesgada de la situacion de crecimiento en el bioreactor

en las condiciones de temperatura estudiadas.
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5.4.1. Analisis del transcriptoma

Para el analisis del transcriptoma seleccionamos 3 tiempos del ciclo de
temperatura (representados con un circulo en la figura 5.3): TO (60° C), proviene
de un estado de crecimiento lento; T1, primera muestra a 20° C y T3, después de
10 horas de incubacion a 20° C. Si tomamos como referencia TO comparamos la
respuesta transcripcional ocasionada por el descenso de la temperatura, mientras
que si tomamos como referencia T1 comparamos la regulacion transcripcional

durante el periodo de incubacion a 20° C.

Al disminuir la temperatura encontramos que aproximadamente el 66 % de los
genes de la cepa 23.6 se expresa diferencialmente (un listado de estos genes
expresados diferencialmente entre estas condiciones se muestran en la Tabla
5.1), siendo la represion la respuesta transcripcional mayoritaria con un total de
1742 genes en el primer punto a 20° C y 1884 genes al final del periodo de
incubacion a 20° C. Los genes sobreexpresados representan aproximadamente
un tercio del total de genes regulados significativamente y se mantiene
practicamente constante durante el tiempo de incubacion a 20°C. Destacar que el
numero de genes que mantienen constante su nivel de expresion es elevado y

solo se reduce en unos 100 genes en T2.

Si tomamos como referencia T1 (20° C), el 85 % de los genes mantienen su nivel
de expresion, mientras que el 15 % se expresa significativamente siendo la
represion la regulacion principal (470 genes). Resaltar que 167 genes se

sobreexpresan tras el periodo de incubacion a 20°C.
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Tabla 5.1. Descripcién general comparativa del nimero de genes en los que se observan

diferencias en sus niveles de expresion durante un ciclo de temperaturas

Numero de genes con diferencias de expresion Nivel
Tiempo Temperatura °C significativas constante de
Total Reprimidos Sobreexpresados expresion
T0 60 N/A Condicién de referencia
T1 20 2670 1742 928 1521
T2 20 2781 1884 897 1410
T1 20 N/A Condicidon de referencia
T2 20 637 470 167 3554

La cepa en estudio era una cepa termdfila por lo que esperariamos que la gran
mayoria de genes se reprimiesen al descender la temperatura por debajo del
minimo del rango de temperatura de crecimiento (40-70° C). Sin embargo, o mas
relevante es que la gran mayoria de los genes mantienen la misma expresion de
ARN en sus células, después de un periodo de incubacién a 20° C, incluso la

cantidad de ARN por célula se mantiene constante (Figura 5.7).

1.6 - [
T
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1

TO-60° C T1-20° C T2-20° C

Figura 5.7. Cuantificacion del ARN por célula a lo largo de un ciclo de

temperatura.

247



Respuesta fisioldgica y transcripcional de Parageobacillus thermoglucosidasius
23.6 a cambios de temperatura (60 — 20° C)

Con el fin de buscar una respuesta transcripcional mas especifica durante el ciclo
de temperatura se ha hecho un andlisis de los datos en base a categorias

funcionales COG.

Al comparar la expresion diferencial de las categorias COG tomando como
referencia TO (60° C) (Figura 5.8) observamos que mayoritariamente entre un 40-
60 % de los genes de cada COG se reprimen al disminuir la temperatura a 20° C.
Las barras en rojo muestran las categorias COGs que presentan mayor numero
de genes sobreexpresandos (aproximadamente un 40%), llegando incluso a
superar a los genes reprimidos. Estas categorias son: transporte y metabolismo
de nucledtidos (F); traduccion, estructura ribosémica y biogénesis (J); transporte
de iones inorganicos (P); trafico intracelular, secrecién y transporte vesicular (U);
mecanismos de defensa (V). Solo se representa el analisis transcripcional de una
muestra (T2) a baja temperatura porque con la otra muestra los resultados

obtenidos son muy similares.

Aunque la represion geénica es la respuesta mayoritaria de los genes cuando la
cepa 23.6 pasa de una temperatura Optima de crecimiento (60° C) a una
temperatura que esta fuera de su rango de crecimiento, vemos que alrededor del
20 % de los genes de cada grupo COG estan sobreexpresados (Figura 5.8). Esto
sugiere que la célula activa un mecanismo de respuesta general ante el descenso

de temperatura.
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Figura 5.8. Porcentajes de genes reprimidos y sobreexpresados en cada
categoria COG tomando como referencia la expresion transcripcional a 60° C
(TO). En rojo aquellas categorias COG que muestran un nivel elevado de genes

sobreexpresados.

Por otro lado, si comparamos la expresion diferencial de las categorias COG
tomando como referencia la primera muestra a baja temperatura (20° C) (Figura
5.9) vemos que la respuesta comparativa de los niveles de transcripcién que
presentan valores significativos es muy baja, dominando en todos los grupos
COG la represion.

Hay algunos grupos COG que presentan genes sobreexpresados y forman una
parte importante de genes sobreexpresados en estas condiciones tras un largo
periodo a 20°C (barras en rojo, figura 5.9). Estos grupos COG estan relacionados

con la obtencion de energia: produccién y conversion de energia (C); transporte y
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metabolismo de aminoacidos (E); transporte y metabolismo de carbohidratos (G) y
biositesis, transporte y catabolismo de metabolitos secundarios (Q). También hay

genes sobreexpresados en el grupo COG de modificacion postraduccional (O).
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Figura 5.9. Porcentajes de genes reprimidos y sobreexpresados en cada
categoria COG tomando como referencia la expresion transcripcional a 20° C
(T1).

Para obtener mas informacion sobre respuesta transcripcional de Parageobacillus
thermoglucosidasius 23.6 a la bajada de temperatura, analizamos los principales
reguladores transcripcionales sobreexpresados: Factor sigma de la ARN
polimerasa (inicio de la transcripcion), marR (reguladores de resistencia a
antibidticos y estrés oxidativo), lysR (regulador general involucrado en la
virulencia, metabolismo, motilidad etc), tetR (represor transcripcional), gniR
(regulador general del metabolimso), merR (activador de la transcripcion), nusA

(parte del complejo procesivo de transcripcion y antiterminaciéon del ARNr), mntR
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(regulador de la homeostasis de manganeso y cadmio), proteinas de choque frio

(cold shock protein, csp) etc.

El aumento en la expresion de los reguladores transcripcionales a 20° C
concuerda con la sobreexpresion de genes implicados en la sintesis de proteinas
ribosomales 30s y 50s; factores de iniciacion de la traduccion if-1, if-2 e if-3; genes
involucrados en la glucdlisis (gap, pfkA, pyk); transportadores de azucares ABC ;
transportadores de iones inorganicos (fosfato, manganeso, hierro, zinc, etc)
sistemas de fosfotransferasa (ptsP), genes involucrados en la quimiostaxis y

movimineto flagelar (motB, fliL, pilM), proteinas de secrecion (secY), etc.

Como describimos en el capitulo 2, el genoma principal (Tmp1) consta de 100
ARN transferentes (ARNt) y 5 ARN no codificantes (ARNnc). Los datos de
transcriptomica muestran que 81 ARNt y 3 ARNnc (endoribonucleasa P, 6S y 4.5
S) aumentan significativamente cuando la temperatura baja a 20° C (Figura 5.10).
Estos ARNnc estan involucrados en la biosintesis de ARNt (rmpB), son
reguladores transcripcionales (6S) y mantienen la viabilidad celular (4.5S).
Ademas, genes relacionados con la modificacion de los ARNt (fruA, truB) también
estan sobreexpresados. Todo esto indicaria que la cepa termdfila 23.6 mantiene

un metabolismo activo durante el periodo de incubacion a 20° C.
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Figura 5.10. Regulacion transcripcional de rutas metabdlicas generales a
diferentes temperatuas (T0-60° C, T1-20° C y T2-20° C). Se muestran los niveles
de expresion relativa de cada gen. Las indicaciones de color son negro para una

mayor expresion y blanco para una expresion disminuida.
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La caracteristica mas destacada de la expresion transcripcional de
Parageobacillus thermoglucosidaius 23.6 cuando se encuentra a temperaturas
bajas (20° C) es que la cantidad de ARN de la gran mayoria de los genes se
mantiene constante. Esto sugiere que no hay degradacién del ARN o que la
sintesis de ARN supera a la degradacion, permitiendo a las células responder

rapidamente cuando las condiciones vuelvan a ser éptimas.

4.3.4. Analisis transcripcional de Tmp2, Tmp3 y Tmp4.

Las moléculas Tmp2, Tmp3 y Tmp4 muestran una expresidon transcripcional
diferente durante el ciclo de temperatura (Figura 5.11). En este caso
representamos los tres tiempos, tomando como referencia ambas temperaturas
TO (60° C)y T1 (20° C).

De modo similar al capitulo 4, Tmp2 también mostraba una regulacién
transcripcional similar a Tmp1 (Figura 5.11), al disminuir la temperatura a 20° C
entre el 40 y el 60 % de los genes se reprimen y durante el periodo a 20° C la
expresion de ARN se mantiene constante. De igual modo que Tmp1, hay genes

en Tmp2 que se sobreexpresan a temperaturas de 20°C.
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Figura 5.11. Comparaciones por pares de los resultados de transcripcion para tres

elementos gendmicos (tmp2, tmp3 y tmp4) de P. thermoglucosidasius 23.6.

En el caso de Tmp3 se observa un efecto contrario a Tmp2, la sobreexpresion
génica es la situacién dominante cuando baja la temperatura (40-50 % de los
genes). Recordamos que Tmp3 tiene un elemento integrativo y conjugativo en su
secuencia (COG L y U) (Capitulo 3). Los genes de Tmp1 categorizados en el
grupo COG U también se sobreexpresan cuando la temperatura desciende a 20°
C (Figura 5.6), en concreto el gen secY junto con otros que forman parte del
sistema de secreccion estan regulados positivamente, indicando que este tipo de

funciones se activan cuando la célula detecta una bajada de temperatura.

En Tmp4, entre el 90 y el 95% de los genes no tienen una expresion significativa

durante el ciclo de temperatura y los valores normalizados son muy bajos o
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directamente no muestran expresion (permanecen indetectables). Considerando
que se trata de un fago termdfilo y que la cepa 23.6 inicia el ciclo de temperatura
a una tasa de crecimiento baja (0,025 h™), caracterizada por una fuerte represion
de los genes de Tmp4 (capitulo 4), cabia esperar que los genes de Tmp4 no se
expresasen cuando la temperatura disminuye y ello se mantenga durante el
periodo a 20° C (Figura 5.11).

Los espaciadores en secuencias CRISPR descritos en el capitulo 4 como posibles
reguladores de la expresién de los genes de Tmp4 a tasa de crecimiento baja
estan reprimidos con respecto a su estado en quimiostato, 0 no muestran
expresion, durante el ciclo de temperatura (Figura 5.12.)
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Figura 5.12. Numero de lecturas obtenidos durante la secuenciacion del ARN para
los distintos espaciadores de P. thermoglucosidasius 23.6 (Figura 4.12) durante el

cultivo en quimiostato y durante el ciclo de temperatura (TO, T1, T2).
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La disminucion en el numero de lecturas de los espaciadores durante el ciclo de
temperatura nos manifiesta que al descender la temperatura a 20° C hay una
fuerte degradacion de estos oligonucleétidos de ARN y que en este caso no
serian los responsables de mantener la represion de los genes de Tmp4.
Posiblemente, la bajada de temperatura y la escasez de nutrientes disponibles
cuando las condiciones vuelven a ser optimas (60° C) reprimen la expresion de
Tmp4 ya que las células no se encuentran en un periodo de elevado y sostenido

crecimiento para llegar a activar la expresion génica generalizada en Tmp4.

5.5. Discusion

Para comprender mejor como los microorganismos termofilos, en concreto los
pertenecientes al género Parageobacillus, pueden persistir en ambientes frios o
durante periodos prolongados a baja temperatura, se realizaron dos experimentos
en un quimiostato simulando temperaturas registradas en la superficie del suelo
durante un dia completo partiendo de un estado de escasez nutricional (tipico del
medio natural). La diferencia entre los dos experimentos fue la configuracién
temporal del ciclo de temperaturas. En el experimento B el tiempo de incubacién a
20° C es mayor que en el Ay, por tanto, las células disponen de mas nutrientes en
el momento en el que las condiciones de crecimiento pasan a ser optimas (la
temperatura aumenta hasta llegar a 60° C). Esta diferencia reflejaria una
adaptacion a condiciones en las que la disponibilidad de nutrientes no es
constante y es parte de la variabilidad existente en el ecosistema suelo, que

consecuentemente afectara a los microorganismos que en el habitan.
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Los analisis transcriptdmicos mostraron la regulacion génica de esta especie
cuando las células de P. thermoglucosidasius 23.6 se encuentran en condiciones

gue no son optimas para su crecimiento.

A la temperatura de 20° C y una tasa de crecimiento especifica inicial de 0.025 h™,
la cepa Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 no crece (aumento de
biomasa) pero mantiene su viabilidad. Marchant et al. (2008) llevé a cabo
experimentos de viabilidad a 25° C con una cepa de Geobacillus thermoleovorans
y observd que el porcentaje de células vivas disminuia rapidamente. Estos
experimentos los realizaron en matraces (cultivos discontinuos o “batch”) donde
las condiciones del medio cambian a lo largo del tiempo pudiendo afectar a la
viabilidad celular. Sin embargo, cuando estos autores incubaron la cepa estudiada
a 4° C durante 9 meses observaron un crecimiento muy lento (Marchant et al.,
2008). Este crecimiento alejado de las temperaturas O6ptimas lo justificaron
considerando que la tasa de mortalidad fue muy inferior a la tasa de crecimiento.
En nuestros experimentos observamos que la mortalidad a 20° C es insignificante
y que incluso algunos procesos relacionados con la division celular (como la
separacion celular) no se detienen ya que las células en un estado avanzado de
la division fueron capaces de completar el ciclo celular a temperatura de 20° C.
Teniendo en cuenta que Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 puede crecer
a tasas de crecimiento muy bajas (capitulo 3) y que nuestros resultados confirman
que las temperaturas bajas no influyen negativamente en su capacidad de
mantener su viabilidad, cabria esperar que estas células presentasen un
crecimiento lento cuando las condiciones no son Optimas debido a diversos

factores.
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Después del periodo de incubacion a 20° C cuando se alcanza la temperatura
optima de crecimiento (60° C) se observa un descenso en el numero de células
totales (mas pronunciado en el experimento A), indicando posibles eventos de
mortalidad celular. Las altas temperaturas tienen efectos importantes sobre las
propiedades estructurales y fisiolégicas de las bacterias, afectando las
membranas, ADN, ARN, ribosomas, etc. (Russell, 2003). Los microorganismos
termofilos no estan exentos de esos efectos aunque hasta cierto modo les
favorece ya que pueden aproximarse a su temperatura éptima de crecimiento.
Aunque la viabilidad celular se vea comprometida al subir la temperatura, el
descenso pronunciado de células totales y UFC en el experimento A se podria
explicar mediante el cambio en la morfologia celular (Figura 5.6). Overkamp et al.,
(2015) observo que el aumento del tamano celular de Bacillus subtilis durante el
crecimiento en retentostato generaba un descenso en la UFC ya que las células
largas estan constituidas por varias células pero solo darian lugar a una colonia.
Con respecto al numero total de células, en el experimento A la disponibilidad de
nutrientes por célula es menor que en el B cuando se alcanzan las condiciones
optimas de crecimiento (a 60° C tras un periodo a 20° C) y esto se ve reflejado en
una tasa de crecimiento menor ya que durante el experimento el crecimiento en
quimiostato es limitado por el aporte de nutrientes. En estas condiciones las
células se alargan (Capitulo 3; Overkamp et al., 2015) y tardan mas tiempo en
separarse por lo que no observariamos un aumento en el numero de células. Si el
mantenimiento de la abundancia celular es un equilibrio entre la tasa de
crecimiento y la tasa de mortalidad (Marchant et al., 2008; Pedrés-Alio, 2012), al
aumentar la temperatura en el experimento A inicialmente no detectariamos un
crecimiento y la mortalidad existente (Russell, 2003) daria lugar a un descenso en
el numero de células totales hasta que completasen la divisiéon. Por el contrario en

el experimento B al disponer de mas nutrientes las células tienen una tasa de

258



Capitulo 5

crecimiento mayor y fueron capaces de terminar su ciclo de division antes, no se
acumularon células largas en el bioreactor y, por lo tanto, el descenso en el
numero de células totales es mucho menor y solo se observa al inicio de la fase

de incubacion a 60° C.

Una de las respuestas mas importantes que presentan las especies del género
Geobacillus y Parageobacillus ante situaciones adversas es la formacién de
esporas como estructuras de resistencia (Nazina et al., 2001). El estrés térmico
(por baja temperatura) originado por los ciclos de temperatura junto con el estrés
nutricional (capitulo 3) no induce la formacién de esporas en la cepa 23.6. De
hecho, segun nuestro conocimiento, no existen citas de induccién de esporas por
reduccion de la temperatura en Bacillales, aunque la formacion de esporas es una
respuesta tipica a aumentos de temperatura extremos para numerosas bacterias
Gram-positivas. Esas condiciones de variaciones de temperatura son tipicas de
los suelos y la periodicidad de las condiciones ambientales, como las climaticas y
ciclos diarios, lo que confirma que la cepa 23.6 al igual que otras cepas de
Geobacillus/Parageobacillus (Marchant et al., 2002; Portillo et al., 2012) se
encuentran en los suelos en forma vegetativa y participan activamente en el

ecosistema suelo y mantenimiento de su salud.

Para comprender mejor como las bacterias termodfilas a nivel molecular se
adaptan a las bajas temperaturas, se realiz6 un estudio transcriptomico para
identificar genes que se expresan diferencialmente a 20° C. Un gran numero de
reguladores de la transcripcion, marR, lysR, tetR, gntR, merR, nusA 'y mnitR se
regularon significativamente al inicio del periodo de incubacion a 20° C. La

sobreexpresion de estos reguladores transcripcionales indica que las células
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detectan el descenso de temperatura y ponen en marcha un programa global de

expresion génica.

Algunos génes especificos de choque térmico al frio descritos en Bacillus subtilis
como cps, inosina fosforilasa (purine nucleoside phosphorylase, pnp), factor de
elongacién, if-1, if-1 e if-3 (Phadtare e Inouye, 2008) también se sobreexpresan en
Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6. La induccion de los factores de
traduccion es necesaria para reiniciar la sintesis de proteinas durante el estrés
por frio (Wounters et al., 2001; Phadtare e Inouye, 2008). También se observé un
aumento en la expresion del factor sigma 54, que esta involucrado en la expresién
de genes relacionados con la utilizacion de fuentes de carbono, metabolismo
energético, modificacion del ARN, quimiotaxis etc. (Buck et al., 2000; Jagannathan
et al., 2001). Esta respuesta transcripcional concuerda con el aumento de
expresion a temperaturas bajas (20° C) de los genes de la glucdlisis (gap, pfkA,
pyk), transportadores ABC de azucares e iones inorganicos, sistemas de
fosfotransferasa (ptsP), genes involucrados en la quimiostaxis y movimineto
flagelar (motB, fliL, pilM) y proteinas de secrecién (secY).

La expresion de esos genes podria ayudar al microorganismo a obtener
suficientes nutrientes esenciales y mantener un nivel minimo de metabolismo
anabdlico y catabdlico. En este sentido, una explicacion para este aumento de
expresion génica encaminado a aumentar la funcionalidad de las células puede
ser resultado del concepto citado por distintos autores (Wiebe et al. 1992) segun
el cual la eficiencia metabdlica a bajas temperaturas disminuye y, por tanto, para
mantener cierto metabolismo las células requieren mayor abundancia de

proteinas funcionales (i.e., enzimas).

260



Capitulo 5

Al final del periodo de incubacion a 20° C la gran mayoria de los genes mantiene
su expresion (incluso algunos aumentan su nivel de expresién) y la cantidad de
ARN por célula permanece constante. Esto puede sugerir que la degradacion del
ARN ha sido inhibida a lo largo del tiempo de exposicion a 20° C o que la sintesis
y degradacién del ARN presentaban un equilibrio. También hemos de tener en
cuenta que al descender la temperatura, la degradacién del ARN debe reducirse
por el efecto de la bajada de temperatura sobre la actividad (reducida) de los
enzimas destinados a su descomposicion. La vida media de los ARNm en las
bacterias puede variar de segundos a mas de una hora y generalmente son mas
cortos que el tiempo de duplicacién del organismo (Laalami et al., 2014). De este
modo, mientras el ARN es relativamente estable a temperaturas moderadas, la
degradacion del ARN se acelera significativamente al aumentar la temperatura en
mesofilos llegando a una vida media de menos de 3 min (Portillo y Gonzalez,
2008). Por otra parte, en los ultimos afios, diferentes estudios han manifestado
una estabilizacion del ARNm como respuesta a condiciones de estrés,
generalmente factores que alteran la tasa de crecimiento (Vargas-Blanco y Shell,
2020). Una de las respuestas al estrés es la reduccion de ribonucleasas (enzimas
que degradan el ARN). A temperaturas de 20° C la cepa 23.6 inhibe la
transcripcion de las principales ribonucleasas (rnr, rny, ribonucleasa J) que
constituyen el degradosoma (complejo multiproteico especializado en la
degradacion del ARN). Otra de las respuestas que se observa es un aumento en
la expresion de las proteinas ribosomales, ARNt, rnpB y genes encargados de la
modificacion epigenética del ARN (truA, truB, queA). Se ha descrito que un
aumento en la expresion y funcion de estos genes aumenta la estabilidad del ARN
(Vargas-Blanco y Shell, 2020).
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En condiciones de estrés (temperatura de 20° C y limitacion de nutrientes) los
microorganismos termofilos estabilizan la degradacion y mantienen sus niveles de
ARN. Esta caracteristica confiere una ventaja adaptativa ya que al mantener los
niveles de expresion de los genes les evita la necesidad de sintetizar nuevo ARN
y la presencia de un nivel elevado de ARN les permitira responder rapidamente
cuando las condiciones vuelvan a ser optimas y facilitan la viabilidad celular ya
que ambos factores de estrés para P. thermoglucosidasius 23.6 representan un
descenso en la eficiencia nutricional de estas células. Como se observa en
nuestros resultados las respuesta de P. thermoglucosidasius 23.6 al aumento de
temperatura es muy rapida y es proporcional a las condiciones del medio, es
decir, si las células disponen de mas nutrientes cuando las temperaturas son altas
(60° C) la tasa de crecimiento especifico aumenta y viceversa. Por lo tanto, esta
condicion coincide con el estado de “alerta fisiologico” que mantiene a las células
potencialmente activas (Blagodatskaya y Kuzyakov, 2013) permitiendo responder

rapidamente ante cambios ambientales y nutricionales.

La plasticidad gendmica mediada por la transferencia horizontal de genes es una
caracteristica tipica en los géneros Geobacillus y Parageobacillus (Stuknyte et al.,
2008; De Maayer et al., 2014; Burgess et al., 2017). Al disminuir las temperaturas
muchos de los genes involucrados en estos procesos, como las secuencias de
insercion o transposasas y la infeccion virica (tmp4), se reprimen. Sin embargo la
conjugacion, representada principalmente por el plasmido tmp3, es el unico
elemento genomico de esta cepa que presenta mas genes sobreexpresados que
reprimidos cuando la temperatura baja a 20° C. Teniendo en cuenta que Tmp3
tiene unas caracteristicas muy diferentes al genoma principal (capitulo 2), un
origen reciente en la cepa 23.6 y una gran homologia con representantes

mesofilos del género Bacillus y Clostridium, cabria indicar que el descenso de
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temperatura favorece la incorporacion de ADN exdgeno, contribuyendo a una

mayor diversidad genémica y una mejor adaptacion del medio.

Los fagos son muy abundantes en la tierra y en términos globales la abundancia
de fagos representa aproximadamente un orden de magnitud superior al de
células bacterianas. Los fagos juegan un papel importante en la regulacion y
desarrollo de las comunidades bacterianas (Breitbart y Rohwer, 2005; Hambly y
Suttle, 2005). La infeccion del fago (Tmp4) depende de la tasa de crecimiento de
la cepa 23.6 (mayor tasa de crecimiento mayor expresion del fago) (capitulo 4) y
durante los ciclos de temperatura la escasez de nutrientes mantiene tasas de
crecimiento bajas, que junto con el descenso de la temperatura provoca que
Tmp4 no se exprese, lo que favorece el mantenimiento de la viabilidad y el

crecimiento de la cepa 23.6 en el suelo.

La respuesta transcripcional de Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 al
descenso de la temperatura es muy similar a la descrita por Tripathy et al., (2014)
en Brevibacillus borstelensis. El género Brevibacillus incluye representantes
termofilos y presenta caracteristicas similares a Parageobacillus: bacterias gram-
positivas, taxonémicamente cercanas (O. Bacillales, Firmicutes) y se encuentran
habitualmente en suelos. Los cambios de temperatura en la superficie del suelo
es uno de los factores de estrés mas frecuentes y todo parece indicar que estos
microorganismos termofilos estan muy bien adaptados a las bajas temperaturas,
manteniendo un metabolismo activo y posiblemente llevando a cabo un
crecimiento lento que les permite persistir en el ecosistema y responder con

rapidez a cambios favorables en este habitat.
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5.6. Conclusiones.

La simulacion de ciclos de temperaturas del suelo en un cultivo de quimiostato
nos ha permitido confirmar que microorganismos terméfilos como Parageobacillus
thermoglucosidaisus estdan adaptados a este tipo de estrés ambiental,
manteniendo su viabilidad como células vegetativas y respondiendo rapidamente
cuando las condiciones vuelven a ser Optimas para el crecimiento. Incluso
algunos procesos celulares, como la citocinesis, no se detienen a temperaturas de
20° C. El perfil transcripcional a 20° C indicé una sobreexpresion de numerosos
reguladores transcripcionales, incluidos genes de choque frio, que indujeron una
respuesta transcripcional general regulando diferencialmente el 66 % de los
genes anotados y sobreexpresando genes relacionados con la traduccion,
sistemas de secrecion, conjugacion, obtencion de energia etc. En general, estos
hallazgos sugieren que Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 regula un gran
numero de genes que le permiten adaptarse a un ambiente de baja temperatura
incluso responder rapidamente cuando las condiciones vuelven a ser Optimas
para el crecimiento ya que a temperatura de 20° C los niveles de expresion de los

genes se mantienen constantes.
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5.8. Anexo

Tabla suplementaria 5.1. Anotacion de los genes representados en la figura 5.10

Referencia

Gen

Nombre

pgaptmp_000002 rpmH

pgaptmp_000018
pgaptmp_000020
pgaptmp_000071
pgaptmp_000125
pgaptmp_000233
pgaptmp_000254
pgaptmp_000255
pgaptmp_000256
pgaptmp_000258
pgaptmp_000259
pgaptmp_000261
pgaptmp_000268
pgaptmp_000269
pgaptmp_000340
pgaptmp_000456
pgaptmp_000481
pgaptmp_000482
pgaptmp_000556
pgaptmp_000579
pgaptmp_000581
pgaptmp_000582
pgaptmp_000583
pgaptmp_000585
pgaptmp_000586
pgaptmp_000587
pgaptmp_000588
pgaptmp_000589
pgaptmp_000590
pgaptmp_000591
pgaptmp_000592
pgaptmp_000593
pgaptmp_000594
pgaptmp_000595
pgaptmp_000596
pgaptmp_000597
pgaptmp_000598
pgaptmp_000599
pgaptmp_000600
pgaptmp_000601

pgaptmp_000625

sk

50S ribosomal protein L34
30S ribosomal protein S6
30S ribosomal protein S18
PTS sucrose transporter subunit [IBC
sigma-54-dependent Fis family transcriptional regulator
ABC transporter permease
tRNA-Asn
tRNA-Ser
tRNA-Glu
tRNA-Glu
tRNA-Lys
tRNA-Leu
tRNA-Met
tRNA-Asp
ABC transporter permease
TetR family transcriptional regulator
GntR family transcriptional regulator
ABC transporter ATP-binding protein
ABC transporter ATP-binding protein
tRNA-Val
tRNA-Lys
tRNA-Leu
tRNA-Gly
tRNA-Arg
tRNA-Pro
tRNA-Ala
tRNA-Met
tRNA-lle
tRNA-Ser
tRNA-Met
tRNA-Asp
tRNA-Phe
tRNA-Thr
tRNA-His
tRNA-Gly
tRNA-lle
tRNA-Asn
tRNA-Glu
tRNA-Glu
tRNA-Gly
multidrug efflux SMR transporter
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Referencia Gen Nombre
pgaptmp_000626 - multidrug efflux SMR transporter
pgaptmp_000627 - TetR/AcrR family transcriptional regulator
pgaptmp_000667 arsB ACR3 family arsenite efflux transporter
pgaptmp_000673 - MarR family transcriptional regulator
pgaptmp_000768 - ABC transporter ATP-binding protein
pgaptmp_001008 - ABC transporter permease
pgaptmp_001025 - ABC transporter ATP-binding protein
pgaptmp_001027 - TetR/AcrR family transcriptional regulator
pgaptmp_001049 - PTS transporter subunit EIIC
pgaptmp_001051 ptsP phosphoenolpyruvate--protein phosphotransferase
pgaptmp_ 001134 rpmF 50S ribosomal protein L32
pgaptmp_001231 codY GTP-sensing pleiotropic transcriptional regulator CodY
pgaptmp_001276 nusA transcription termination/antitermination protein NusA
pgaptmp_001279 infB translation initiation factor IF-2
pgaptmp_001281 rbfA 30S ribosome-binding factor RbfA
pgaptmp_001282 {ruB tRNA pseudouridine(55) synthase TruB
pgaptmp_001298 - GntR family transcriptional regulator
pgaptmp_001349 - MFS transporter
pgaptmp_001384 - MFS transporter
pgaptmp_001418 - cold-shock protein
pgaptmp_001448 - iron chelate uptake ABC transporter family permease subunit
pgaptmp_001449 - iron ABC transporter permease
pgaptmp_001450 - iron-siderophore ABC transporter substrate-binding protein
pgaptmp_001553 - ABC transporter ATP-binding protein
pgaptmp_001554 - sugar ABC transporter permease
pgaptmp_001556 - ABC transporter substrate-binding protein
pgaptmp_001620 - ABC transporter permease
pgaptmp_001621 - ABC transporter substrate-binding protein
pgaptmp_001622 - ABC transporter ATP-binding protein
pgaptmp_001623 - ABC transporter substrate-binding protein
pgaptmp_001624 - ABC transporter permease
pgaptmp_001626 - ABC transporter ATP-binding protein
pgaptmp_001627 - ABC transporter ATP-binding protein
pgaptmp_001637 - ABC transporter ATP-binding protein
pgaptmp_001639 - TetR/AcrR family transcriptional regulator
pgaptmp_001768 - sigma-54-dependent Fis family transcriptional regulator
pgaptmp_001774 - MerR family transcriptional regulator
pgaptmp_001777 celB PTS cellobiose transporter subunit 1IC

pgaptmp_001791
pgaptmp_001998
pgaptmp_002099
pgaptmp_002100
pgaptmp_002101
pgaptmp_002165
pgaptmp_002166

pgaptmp_002167

DeoR/GIpR transcriptional regulator
sigma-70 family RNA polymerase sigma factor
ABC transporter ATP-binding protein
carbohydrate ABC transporter permease
sugar ABC transporter permease
tRNA-Ser
tRNA-Ala

tRNA-Pro
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Referencia

Gen

Nombre

pgaptmp_002169
pgaptmp_002178
pgaptmp_002179
pgaptmp_002187
pgaptmp_002190
pgaptmp_002191
pgaptmp_002273
pgaptmp_002332
pgaptmp_002373
pgaptmp_002377
pgaptmp_002470
pgaptmp_002471
pgaptmp_002472
pgaptmp_002773
pgaptmp_002779
pgaptmp_002780
pgaptmp_002781
pgaptmp_002788
pgaptmp_002789
pgaptmp_002821
pgaptmp_002890
pgaptmp_002903

pgaptmp_002904

pgaptmp_002925
pgaptmp_003002
pgaptmp_003004
pgaptmp_003023
pgaptmp_003024
pgaptmp_003037
pgaptmp_003038
pgaptmp_003039
pgaptmp_003119
pgaptmp_003140
pgaptmp_003150
pgaptmp_003173
pgaptmp_003200
pgaptmp_003254
pgaptmp_003255
pgaptmp_003256
pgaptmp_003257
pgaptmp_003258
pgaptmp_003259
pgaptmp_003260
pgaptmp_003261

pgaptmp_003262

cadA

rmpB

pstA
pstC

prmA

ssrS
tgt

queA

rplU

rplT
roml
infC

ABC transporter ATP-binding protein

ABC transporter ATP-binding protein

ABC transporter ATP-binding protein
cadmium-translocating P-type ATPase
ABC transporter ATP-binding protein
GntR family transcriptional regulator

RNase P RNA component class B
methionine ABC transporter ATP-binding protein

iron-siderophore ABC transporter substrate-binding protein

ammonium transporter
tRNA-Gly
tRNA-Cys
tRNA-Gly
phosphate ABC transporter ATP-binding protein
phosphate ABC transporter permease PstA

phosphate ABC transporter permease subunit PstC
pstS phosphate ABC transporter substrate-binding protein PstS family protein

metal ABC transporter permease
ABC transporter ATP-binding protein
508 ribosomal protein L11 methyltransferase
6S RNA
tRNA guanosine(34) transglycosylase Tgt

tRNA preQ1(34) S-adenosylmethionine ribosyltransferase-isomerase

QueA
50S ribosomal protein L21
ABC transporter permease
ABC transporter ATP-binding protein
ABC transporter ATP-binding protein
ABC transporter ATP-binding protein
508 ribosomal protein L20
508 ribosomal protein L35
translation initiation factor IF-3
cation transporter
zinc ABC transporter substrate-binding protein
ABC transporter substrate-binding protein
MFS transporter
30S ribosomal protein S4
tRNA-GIn
tRNA-His
tRNA-Trp
tRNA-Tyr
tRNA-Thr
tRNA-Phe
tRNA-Asp
tRNA-Met

tRNA-Val
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Referencia Gen Nombre
pgaptmp_003263 - tRNA-Glu
pgaptmp_003322 - inorganic phosphate transporter
pgaptmp_003369 - MetQ/NIpA family ABC transporter substrate-binding protein
pgaptmp_003370 - ABC transporter permease
pgaptmp_003371 - methionine ABC transporter ATP-binding protein
pgaptmp_003390 - ABC transporter ATP-binding protein
pgaptmp_003391 - iron chelate uptake ABC transporter family permease subunit
pgaptmp_003392 - ABC transporter permease
pgaptmp_003399 - GntR family transcriptional regulator
pgaptmp_003624 - MFS transporter
pgaptmp_003625 - TetR/AcrR family transcriptional regulator
pgaptmp_003630 - LysR family transcriptional regulator
pgaptmp_003680 erm 23S ribosomal RNA methyltransferase Erm
pgaptmp_003683 - ABC transporter ATP-binding protein
pgaptmp_003684 - iron-hydroxamate ABC transporter substrate-binding protein
pgaptmp_003685 - iron ABC transporter permease
pgaptmp_003690 - iron ABC transporter permease
pgaptmp_003692 - iron-hydroxamate ABC transporter substrate-binding protein
pgaptmp_003717 - tRNA-Ala
pgaptmp_003718 - tRNA-Gly
pgaptmp_003719 - tRNA-Lys
pgaptmp_003720 - tRNA-GIn
pgaptmp_003721 - tRNA-Tyr
pgaptmp_003722 - tRNA-Thr
pgaptmp_003723 - tRNA-Val
pgaptmp_003724 - tRNA-Glu
pgaptmp_003725 - tRNA-Thr
pgaptmp_003726 - tRNA-Asn
pgaptmp_003730 - tRNA-lle
pgaptmp_003732 - tRNA-Ala
pgaptmp_003733 - tRNA-Pro
pgaptmp_003734 - tRNA-Arg
pgaptmp_003735 - tRNA-Leu
pgaptmp_003736 - tRNA-Gly
pgaptmp_003737 - tRNA-Leu
pgaptmp_003738 - tRNA-Lys
pgaptmp_003739 - tRNA-Val
pgaptmp_003751 fruA tRNA pseudouridine(38-40) synthase TruA
pgaptmp_003752 - energy-coupling factor transporter transmembrane protein EcfT
pgaptmp_003753 - energy-coupling factor ABC transporter ATP-binding protein
pgaptmp_003754 - energy-coupling factor ABC transporter ATP-binding protein
pgaptmp_003755 rmplQ 50S ribosomal protein L17
pgaptmp_003757 rpsK 30S ribosomal protein S11
pgaptmp_003758 rpsM 30S ribosomal protein S13
pgaptmp_003759 rpomJ 508 ribosomal protein L36
pgaptmp_003760 infA translation initiation factor IF-1
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Referencia Gen Nombre

pgaptmp_003765 rpmD 50S ribosomal protein L30
pgaptmp_003766 rpsE 30S ribosomal protein S5
pgaptmp_003767 rpIR 50S ribosomal protein L18
pgaptmp_003768 rplF 50S ribosomal protein L6
pgaptmp_003769 rpsH 308 ribosomal protein S8
pgaptmp_003771 rplE 508 ribosomal protein L5
pgaptmp_003772 rplX 508 ribosomal protein L24
pgaptmp_003773 rpIN 508 ribosomal protein L14
pgaptmp_003774 rpsQ 30S ribosomal protein S17
pgaptmp_003775 rpmC 50S ribosomal protein L29
pgaptmp_003777 rpsC 30S ribosomal protein S3
pgaptmp_003778 rpV 50S ribosomal protein L22
pgaptmp_003779 rpsS 30S ribosomal protein S19
pgaptmp_003780 rp/B 50S ribosomal protein L2
pgaptmp_003781 rp/W 50S ribosomal protein L23
pgaptmp_003783 rpIC 50S ribosomal protein L3
pgaptmp_003784 rpsJ 308 ribosomal protein S10
pgaptmp_003787 rpsG 308 ribosomal protein S7
pgaptmp_003788 rpsL 30S ribosomal protein S12
pgaptmp_003789 - 50S ribosomal protein L7ae-like protein
pgaptmp_003790 rpoC DNA-directed RNA polymerase subunit beta
pgaptmp_003793 rpilL 50S ribosomal protein L7/L12
pgaptmp_003794 - 50S ribosomal protein L10
pgaptmp_003796 rp/K 50S ribosomal protein L11
pgaptmp_003800 sigH RNA polymerase sporulation sigma factor SigH

pgaptmp_003818 tRNA-Ala
pgaptmp_003819 - tRNA-Pro
pgaptmp_003820 - tRNA-Arg
pgaptmp_003821 - tRNA-Leu
pgaptmp_003822 - tRNA-Gly
pgaptmp_003823 - tRNA-Leu
pgaptmp_003824 - tRNA-Lys
pgaptmp_003825 - tRNA-Val
pgaptmp_003847 - tRNA-Glu
pgaptmp_003848 - tRNA-Met
pgaptmp_003886 - tRNA-Ala
pgaptmp_003887 - tRNA-lle
pgaptmp_003894 ffs signal recognition particle sRNA large type
pgaptmp_003908 - tRNA-Ala
pgaptmp 003909 - tRNA-lle

278



Capitulo 6

Discusion y conclusiones generales

279



Capitulo 6

6.1. Discusién general

La distribucién de los microorganismos y los factores que afectan a la
composicidn de las comunidades microbianas estan sujetos a un intenso debate
por parte de la comunidad cientifica (Horner-Devine et al., 2004; Whitfield, 2005;
Martiny et al., 2006; Pedros-Ali6, 2012; Zeigler, 2014). Esto se debe a la
variabilidad existente en los ambientes naturales y al gran niumero de factores
(abioticos y bidticos) que influyen en dichos ecosistemas (Ward, 2006). En la
naturaleza, podemos encontrar ambientes que mantienen unas caracteristicas
mas o menos constantes a lo largo del tiempo, como por ejemplo las fuentes
termales, donde los microorganismos se distribuyen principalmente dentro del
rango de temperaturas a los que se encuentran mejor adaptados (Cuecas et al.,
2014) o en otras palabras dentro de sus condiciones Optimas de crecimiento.
También podemos encontrar muchos microorganismos que no se distribuyen
siguiendo los limites aparentemente establecidos por las condiciones
ambientales, como es el ejemplo de los microorganismos termofilos del género
Geobacillus y Parageobacillus que han sido aislados de ambientes muy dispares
(Suzuki, 2018), incluido algunos con caracteristicas muy alejadas a sus
condiciones 6ptimas de crecimiento (Marchant et al., 2002; Santana y Gonzalez,
2015; Wong et al., 2015). La presencia de estos microorganismos terméfilos en
ambientes frios y su repercusion ecoldgica en estos nichos no ha tenido una
explicacion consensuada, alguno autores lo atribuyen a la dispersion de células
desde ambientes geotérmicos o calidos y a su capacidad de formar esporas
(Zeigler, 2014), mientras que otros autores sugieren que pueden participar
activamente en las reacciones biogeoquimicas del suelo y desempefiar un papel
ecologico importante (Gonzalez y Portillo, 2010 a, b,c; Santana et al.,, 2013
Gonzalez et al., 2015; Santana et al. 2021).
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El presente trabajo busca profundizar en el estudio de las caracteristicas
fisiologicas y moleculares de un microorganismo termofilo tipico del suelo cuando
se encuentra en condiciones muy diferentes de sus condiciones oOptimas de
crecimiento, por ejemplo, en suelos. De este modo podremos comprender si estas
bacterias termodfilas son capaces de persistir en el medio ambiente y que
estrategias utilizan durante estos periodos con condiciones adversas en relacion a
sus requerimientos de crecimiento. Para ello, una parte importante de esta tesis
se ha centrado en: (i) el desarrollo de un sistema versatil de bioreactores que
permite un amplio rango de condiciones de cultivo de microorganismos con
especial interés en la posibilidad de explorar si estos microorganismos pueden
persistir a tasas de crecimiento cercanas a cero, tipicas de condiciones limitantes
por recursos nutritivos en la naturaleza, y (ii) la simulacién de ciclos diarios de
temperatura tipicos en la superficie de suelos. Ese tipo de bioreactores, junto con
las nuevas técnicas de secuenciacibn masiva y el uso de herramientas
bioinformaticas nos han permitido contribuir a una mejor comprensién del modo
de vida de los microorganismos termdfilos mas alla de sus condiciones 6ptimas

de crecimiento.

El  microorganismo utilizado en este estudio es Parageobacillus
thermoglucosidasius 23.6 (CECT9776), una cepa termofila aislada del suelo del
Parque Nacional de Donana (Huelva). Inicialmente, la secuenciaciéon de su
genoma estaba pensada como paso previo a los analisis transcriptomicos, sin
embargo, una vez ensamblado, este genoma proporciona una enorme cantidad
de informaciéon, como por ejemplo, la presencia de secuencias en cuatro
elementos gendmicos (Tmp1, Tmp2, Tmp3 y Tmp4) que presentan datos muy
valiosos relacionados con la adaptaciéon e interaccion de estos microorganismos

con su ambiente y su modo de vida.
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Una de las caracteristicas mas importantes de la cepa 23.6 es que dispone de
numerosas herramientas en su genoma para llevar a cabo transferencia horizontal
de genes (Furuya y Lowy, 2006). Transformacion, promovida por el elevado
numero de secuencias de insercion presentes en Tmp1y Tmp2 y su proximidad a
genes unicos en esta cepa; Conjugacion, representada por Tmp3, y Traduccion,
por la presencia de un fago (Tmp4) y el elevado numero de regiones CRISPR con
homologia a fagos. La deteccion y evaluacion de fendmenos de HGT resulta una
tarea aun complicada (Ravenhall et al., 2015) aunque algunos estudios han
sugerido que la transferencia de material genético se ve favorecida bajo las
condiciones de estrés a la que estan sometidos los microorganismos,
especificamente los termdfilos, en el ambiente (van Wolferen et al., 2013; Urbieta
et al., 2015; Cuecas et al., 2017). En nuestro trabajo observamos que la respuesta
trancripcional de los elementos gendmicos que llevan a cabo la HGT varia en
funcién del estrés aplicado. A tasas de crecimiento cercanas a cero y
temperaturas de 60° C (condicidn muy frecuente en la superficie de los suelos
durante el periodo estival) la transformacion mediada por transposasas seria el
principal motor evolutivo (capitulo 4). Por el contrario, a temperaturas bajas (20°
C) y tasas de crecimiento reducidas se ve favorecido el intercambio de ADN con
otros microorganismos o la captacion de ADN exdgeno (capitulo 5). Tmp4 no se
activaria bajo condiciones de estrés ya que solo se expresa a tasas de
crecimiento elevadas (60°C y abundancia de nutrientes) (capitulo 4). Esto podria
deberse, en parte, a la sobreexpresion a tasas de crecimiento cercanas a cero del
"sistema inmunolégico adaptativo" especifico de secuencia (Marraffini vy
Sontheimer, 2010), llevado a cabo por los espaciadores con homologia a Tmp4 y
las proteinas CAS. Cuando las temperaturas son bajas (20° C) la expresiéon de
Tmp4 permanece inhibida (capitulo 5).

El hecho de que los mecanismos de HGT se regulen diferencialmente bajo estas

condiciones de estrés no excluye que estos mecanismos puedan activarse con la
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influencia de otros estimulos diferentes. La heterogeneidad del suelo es tan alta
que los microorganismos estan sometidos constantemente a multitud de
interacciones (abidticas y bidticas) y en este trabajo hemos destacado alguna de
las mas comunes.

Como han postulado algunos autores (Bezuidt et al., 2016; Esin et al., 2018 y
Wang et al., 2020), la transferencia horizontal de genes es la principal fuerza
evolutiva del género Geobacillus y Parageobacillus. La heterogeneidad en las
condiciones a las que estan sometidos estos microorganismos en la naturaleza
implicarian un aumento de la presion ambiental promoviendo el intercambio
genético. Como consecuencia, las especies de estos géneros presentan una
distribucion mundial y muestran la adquisicion de caracteristicas relacionadas con
los habitats donde han sido aislados (Das et al., 2014; Burgess et al., 2017; Fujii
et al., 2018; Gémez et al., 2020; Gémez et al., 2021).

Para que los microorganismos termaofilos puedan vivir en condiciones que no son
Optimas para su crecimiento no basta con integrar nuevos fragmentos de ADN, si
no que también han de iniciar una respuesta transcripcional general y
adecuadamente regulada que le confiera ventajas adaptativas para aprovechar al
maximo los recursos que ofrece el medio y mantener su viabilidad.

De este modo, el cultivo de los microorganismos termdfilos en el retentostato es
una muy buena aproximacion al estudio de tasas de crecimiento cercanas a cero
(tipica de los termofilos en ambientes naturales) y experimentalmente ha sido
sobradamente probada (Arbige y Chesbro, 1982; van Verseveld et al., 1984,1986;
Tappe et al., 1996,1999; Boender et al., 2009; Ercan et al., 2013; Overkamp et al.,
2015; van Mastrigt et al., 2017). Por lo tanto, en esta tesis se describe el primer
cultivo en retentostato de una bacteria termofila, en nuestro caso aislada de una

muestra de suelo, Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6.
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Los cultivos en retentostato permitieron demostrar que los microorganimos
termdfilos (e.j., P. thermoglucosidasius 23.6) pueden crecer lentamente sin que su
viabilidad se vea comprometida lo que representa una posible estrategia para
persistir durante largos periodos de tiempo bajo condiciones ambientales

adversas.

Las especies del género Geobacillus y Parageobacillus son quimiorganotrofos
obligados (Nazina et al., 2001) por tanto, utilizan carbono organico como donador
de electrones y fuente de energia. En condiciones de crecimiento cercano a cero
hay un alivio gradual de la represion de catabolitos de carbono (CCR). Esta
respuesta es bastante comun en otros microorganismos (Goffin et al., 2010;
Boender et al., 2011; Ercan et al., 2015; Overkamp et al., 2015) y también ha sido
observada durante el crecimiento en fase estacionaria (Fujita, 2009; Kotte et al.,
2014). La regulaciéon de CCR en 23.6 favorece el transporte y utilizacion de
sustratos alternativos (acidos grasos, aminoacidos ramificados, compuestos
aromaticos). La obtencion de energia de varias fuentes de carbono
simultineamente a tasas de crecimiento cercanas a cero confiere a los
microorganismos alternativas metabdlicas lo que representa una ventaja
adaptativa (Egli, 2010). El elevado numero de genes en el genoma de P.
thermoglucosidasius 23.6 destinados al metabolismo, transporte a través de
membranas y traduccién de sefales, junto con el enriquecimiento progresivo de
genes en estas categorias mediante transferencia horizontal (capitulo 2) hace
posible que estos microorganismos puedan desarrollarse o persistir cuando las
condiciones no son Optimas ya que aumentan su espectro metabdlico y les
permite obtener energia de fuentes alternativas. Estas caracteristicas genéticas y
metabodlicas son comunes en las diferentes especies de Geobacillus y

Parageobacillus (Wang et al., 2020); ello indica que estos microorganismos
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presentan una intensa interaccion con su medio ambiente, incluso en condiones

gue no son optimas para su crecimiento.

Durante el cultivo en retentostato también se ha observado la disminucion en los
sistemas de division celular que conducen a una reducciéon de la tasa de
crecimiento (represion de la replicacion, transcripcion, traduccion y sintesis de
peptidoglicanos) y a una mayor supervivencia (sobreexpresién de quimiotaxis,
flagelo, defensa, transposasas etc.) (capitulo 4). El hecho de que la escasez de
nutrientes encontrada en el retentostato genere una regulacion tan eficaz viene
marcada por la alta viabilidad registrada en los cultivos a lo largo del tiempo de

experimentacion.

La células de la cepa 23.6 presentan una morfologia heterogénea durante el
cultivo de retentostato (capitulo 3). La formacién de células alargadas y sus
beneficios no estan muy claros ya que diferentes factores pueden dar lugar a este
tipo de morfologia (Marchant et al., 2002; Overkamp et al., 2015; Westfall y Levin,
2017). La restriccion caldrica reduce el gasto energético en crecimiento (e.i.,
division celular) para invertir en el mantenimiento de las funciones celulares
esenciales, de ahi que a medida que disminuye la tasa de crecimiento el

porcentaje de células pequefias es mayor.

Gracias a la configuracion especifica empleada en los bioreactores para la
obtencion de tasas de crecimiento reducidas, hemos podido estudiar la respuesta
de P. thermoglucosidasius 23.6 ante dos estreses muy comunes para los
microorganismos termofilos en la naturaleza: escasez de nutrientes y
temperaturas bajas (20° C). Bajo estas condiciones no se percibe un crecimiento
de la cepa 23.6, pero si se observa que ciertos procesos relacionados con la

division celular (citocinesis) contindan activos. Por ejemplo, a la temperatura de
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20° C, se observd que aquellas células en avanzado estado de division,
completaban su ciclo celular (capitulo 5). Esta observacion indicaria una especie
de inercia en los procesos encaminados a la division celular, incluso a baja
temperatura y complementaria las observaciones de Marchant et al. (2008) que
citaron un crecimiento muy lento a 4°C para el caso de los termdfilos del suelo

(i.e., Geobacillus y Parageobacillus).

Con la simulacion de los ciclos de temperatura ha quedado claro que en
condiciones de baja temperatura la tasa de mortalidad es la que condiciona la
abundancia del microorganismo en condiciones adversas (Pedros-Alio, 2012) ya
que si existe crecimiento, este es muy reducido. En estas condiciones la viabilidad
de la cepa 23.6 no se ve afectada de modo que estos micororganismos termafilos
mantienen su abundancia durante periodos de exposicion a baja temperatura y
limitacion de nutrientes. Ademas, al descender la temperatura se produce un gran
reajuste transcripcional comun a los procesos citados para otros microorganismos
(Weber y Marahiel, 2003; Tripathy et al., 2014) aumentando la expresion de la
maquinaria de traduccion, transportadores, glucolisis, movimiento flagelar, etc. En
este estudio, resulta novedoso que durante el periodo de incubacion a 20°C no se
observo degradacion del ARN de modo que a baja temperatura se mantenian los
niveles de expresion de un gran numero de genes. Esta caracteristica junto con
una mayor actividad y persistencia de las enzimas extracelulares de estos
termofilos (Gonzalez et al., 2015; Gomez et al., 2020) explicaria el rapido
crecimiento observado para los microorganismos termdfilos cuando las
condiciones ambientales se vuelven Optimas. De esta forma queda demostrado
que estos termdfilos de suelos son capaces de proporcionar una muy rapida
respuesta a cambios en el medio ambiente aunque estos se produzcan solo

esporadicamente en su ecosistema.
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El sistema de retentostato desarrollado en esta tesis es muy adecuado para el
cultivo controlado y reproducible de microorganismos termdfilos y es una buena
aproximacion para intentar comprender mejor a los microorganismos termofilos en
condiciones naturales aparentemente distantes de las condiciones que
habitualmente se consideran 6ptimas para una especie de microorganismos

termofilos.

Como hemos podido observar a lo largo de la tesis que Parageobacillus
thermoglucosidasius 23.6 y, por extension otras cepas en géneros cercanos,
representan un modelo adaptativo al ecosistema en el que viven, adaptandose a
la periodicidad de las condiciones ambientales y suministro de nutrientes. Esta
adaptacion e integracién en un ecosistema aparentemente hostil estd basada en
su plasticidad gendmica (capitulo 3) y su regulacion transcripcional (capitulo 4 y 5)
ante estreses tipicos del suelo. Estas caracteristicas gendémicas promueven su
diversidad metabdlica y permite a estos microorganismos vivir en ambientes muy
diferentes, participando de forma activa en los ciclos biogeoquimicos de nutrientes
(Portillo et al., 2012; Santana y Gonzalez, 2015).

En un marco de cambio climatico, la temperatura ambiental media global sube
afno tras ano y se prevé un aumento en la frecuencia y virulencia de eventos
meteoroldgicos extremos (Lee, 2007; Battisti y Naylor, 2009) incluso en lugares de
latitudes altas (BBC News: Canada rompe su récord de temperatura por tercer dia
consecutivo: 49,6 ° C en Lytton, Columbia Britanica, Junio de 2021). Estas
condiciones favorecen el desarrollo de los microorganismos termofilos que debido
a su amplia distribucion mundial y sus caracteristicas metabdlicas se espera que
tengan una relevancia cada vez mayor en los ecosistemas con el desarrollo de los
siguientes anos. Asi, seria esperable que influyesen activamente vy
progresivamente con mayor relevancia en el balance de carbono suelo-atmdsfera

(Davidson y Janssens, 2006; Conant et al., 2011) ya que han demostrado ser
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consumidores muy activos de la materia organica del suelo y participan de forma
decisiva en el reciclaje de N, S y P (Portillo et al., 2012; Santana y Gonzalez,
2015; Santana et al., 2021).

Tradicionalmente los microorganismos termofilos han tenido una gran
transcendencia en la industria biotecnologica (Vieille and Zeikus, 2001; Uma y
Satyanarayana, 2003; VaiCikauskaite et al., 2019; Wang et al 2021). En
condiciones industriales, la disponibilidad de los nutrientes es limitada y como
consecuencia las tasas de crecimiento son mas bajas de lo deseable.
Comprender las estrategias que emplean los microorganismos y como estos
microorganismos crecen a tasas de crecimiento minimas seria de gran utilidad
para optimizar los procesos industriales ya que durante condiciones de alta
limitacion del crecimiento se reduce enormemente el gasto de nutrientes o
substratos para la formacion de biomasa y, por tanto, los procesos industriales
pueden alcanzar una mayor eficiencia permitiendo el desarrollo de procesos

mucho mas optimizados.
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6.2. Conclusiones generales

El trabajo realizado ha dado lugara las siguientes conclusiones:

1.

El cultivo en retentostato es un sistema de cultivo continuo adecuado
parael estudio de microorganismos terméfilos como Parageobacillus
thermoglucosidasius frente a situaciones limitantes o factores de estrés. La
tasa de crecimiento especifica alcanzada en el retentostato disminuyé
hasta 0,0002 h”' correspondiendo con un tiempo de duplicacion de 141

dias.

El genoma de Parageobacillus thermoglucosidasius 23.6 ha sido
secuenciado y ensamblado. El genoma completo de este microorganismo
esta formado por cuatro moléculas de ADN circular de doble cadena: El
genoma principal o Tmp1 (3.870.682pb), dos plasmidos: Tmp2 (102283pb)
y Tmp3 (50843pb) y un bacteriéfago, Tmp4 (55505pb).

P. thermoglucosidasius 23.6 tiene todas las herramientas gendmicas
necesarias para el intercambio genético (transformacion, conjugacion vy
traduccién). Esta gran predisposicion al intercambio de material genético
genera pangenomas abiertos y aumenta el nimero de genes unicos que
confieren ventajas selectivas para su rapida adaptaciéon a posibles cambios

ambientales.
El estudio transcriptomico revela que Parageobacillus thermoglucosidasius

23.6 puede vivir a tasas de crecimiento cercanas a cero, reprimiendo los

genes involucrados en la replicacion y division celular y sobreexpresando
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genes encargados de obtener energia de fuentes alternativas (lipidos) y de

su metabolismo secundario.

5. En condiciones adversas (escasez de nutrientes) la cepa 23.6 activa un
gran numero de elementos moviles genéticos favoreciendo la
diversificacion del genoma e impidiendo la infeccion por el fago (Tmp4) que
coexiste con esta cepa, lo que favorece su viabilidad y persistencia en los
ambientes que coloniza cuando las condiciones son restrictivas para su

crecimiento.

6. La simulacion de cambios de temperatura, o ciclos diurnos de temperatura
del suelo, en un cultivo continuo en quimiostato confirma que
Parageobacillus thermoglucosidaisus 23.6 mantiene su viabilidad como
células vegetativas, permitiéndole una rapida respuesta tan pronto vuelvan

las condiciones Optimas para su crecimiento.

7. El perfil transcripcional a 20° C indicé una sobreexpresion de numerosos
reguladores transcripcionales que influyen directamente en la traduccion,
sistemas de secrecion, conjugacion, obtencion de energia etc, que les
permite adaptarse a un ambiente de baja temperatura. Una caracteristica
importante durante su persistencia a bajas temperaturas es el
mantenimiento de sus moléculas de ARN lo que lee permite una pronta
respuesta a cambios ambientales y un ahorro en la sintesis de nuevas

macromoléculas.
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