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ABREVIATURAS

AdoMet: S-adenosil-L-metionina

ADP: Adenosina-5’-difosfato

AFP: Proteinas anticongelantes o Antifreeze proteins

AMP: Adenosina-5’-monofosfato

amp: Ampicilina

ANI: Media de identidad de nucledtidos o Average nucleotide identity
ATP: Adenosina-5’-trifosfato

BS: Intensidad de luz en reflexion o Backscattering

BSA: Albumina de suero bovino

Caps: Proteinas de aclimatacion al frio o Cold-acclimation proteins
CAR/PDMS: Carboxeno/polidimetilsiloxano

CCN: Nucleos de condensacion de nubes

cm: cloranfenicol

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria

Csps: Proteinas de choque térmico por frio o Cold-shock proteins
DDH: Hibridacion DNA-DNA

DL: Difractometria Laser

DMS: Dimetilsulfuro

DMSO: Dimetilsulfoxido



DMSP: Dimetilsulfoniopropionato
DNA o ADN: Acido desoxirribonucleico
DO: Densidad 6ptica

DPG: Difosfatidilglicerol

EPSs: Exopolisacaridos

FAD: Flavina adenina dinucleétido

FT-IR: Espectroscopia de Infrarrojo Transformada de Fourier
GC-MS: Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
gm: gentamicina

GOS: Global Ocean Sampling

3HP: 3-hidroxipropionato

HPF-FS: Criofijacion a alta presion y Criosustitucion o High pressure freezing — Freeze
substitution

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion o High performance liquid

chromatography
'H-RMN: Resonancia Magnética Nuclear de Proton
Hsps: Proteinas de choque térmico por calor o Heat-shock proteins

ICR-FT-MS: Resonancia ciclotrénica de iones por transformada de Fourier acoplada a

espectrometria de masas o Fourier transform ion cyclotron resonance — mass spectrometry.
IPTG: Isopropil-p-D-tiogalactopiranésido

kan: Kanamicina



LB: Medio de cultivo Luria-Bertani

LPS: Lipopolisacarido

MeSH: Metanotiol

MET: Microscopia Electréonica de Transmision
MMPA: Metil mercaptopropionato

MLSA: Analisis de secuencia multi-locus o Multi-locus sequence analysis
MPA: Mercaptopropionato

M,: Peso Molecular

MSA: Acido metasulfonico

MTA-CoA: Metiltioacriloil-CoA

NAD(P)": Nicotinamida adenina dinucleétido (fosfato)
o/n: overnight

ONPG: O-nitrofenil-f-D-galactopirandsido

ORFs: Pautas abiertas de lectura u Open reading frames
PBS: Tampodn fosfato

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PE: Fosfatidiletanolamina

PG: Fosfatidilglicerol

pNPP: p-Nitrofenil fosfato

PZ: Potencial zeta

R: resistente

RAST: Rapid Annotation using Subsystems Technology



rif: rifampicina

RNA o ARN: Acido ribonucleico

SBF: Suero Bovino Fetal

SDS: Dodecil sulfato de sodio

SEC: Cromatografia de Exclusion por Tamaifio o Size exclusion chromatography
spec: Espectinomicina

SPME: Microextraccion en fase solida o Solid-phase microextraction
str: Estreptomicina

TEMED: n,n,n’,n’-tetrametiletilenodiamina

tet: Tetraciclina

5-THF: 5-metil-tetrahidrofolato

TGH: Transferencia genética horizontal

TLC: Cromatografia en capa fina o Thin layer chromatography
TSA: Medio de cultivo Triptone Soya Agar

TSB: Medio de cultivo Triptone Soya Broth

VMEs: Vesiculas de Membrana Externa

VOSCs: Compuestos organicos volatiles de azufre
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I. INTRODUCCION

1. DIVERSIDAD MICROBIANA EN LA ANTARTIDA

La Antartida es el continente mas frio y mas seco de la Tierra, representando un area clave
para la ciencia global. La investigacion llevada a cabo en este ambiente extremo ha recibido
una atencion internacional creciente en los ultimos afios debido a la preocupacion sobre la
destruccion de la capa de ozono sobre ella, los problemas del calentamiento global y el
aumento del nivel del mar. Los datos recogidos en la Antartida proporcionan informacion
sobre un amplio rango de campos cientificos. Por ejemplo, la Antéartida es un registro del
clima global ya que forma parte del supercontinente de Gondwana y sus rocas son un reflejo
de la historica geografica de la Tierra (Figura 1). También, sus cielos generalmente
despejados permiten a los astronomos estudiar los confines del Universo (Walton, 2013).
Ademas, debido a sus condiciones climaticas extremas, la Antartida supone un buen lugar
para estudiar la evolucion y adaptacion de los organismos a ambientes adversos. A pesar de
las bajas temperaturas, la falta de agua liquida en la tierra, los efectos del hielo marino y las
temperaturas cercanas a la congelacion en el mar, los organismos antarticos han desarrollado
mecanismos no tan so6lo para sobrevivir, sino también para evolucionar y prosperar en estas
condiciones ambientales extremas (Convey y col., 2013). Su historia evolutiva atipica, desde
el supercontinente de Gondwana a lo que es hoy en dia, junto a un clima que ha sido frio
durante al menos 25 millones de afios, proporcionan algunas de las caracteristicas tnicas que
han condicionado la biodiversidad antartica. De la misma manera, las adaptaciones que han
desarrollado las plantas, los animales y los microbios, pueden aportar ideas importantes sobre
la fisiologia y la bioquimica de los organismos (Convey y col., 2013). Asimismo, la amplia
biodiversidad de plantas, animales y microorganismos existente en la Antartida, también ha
sido un objeto de estudio importante por parte de la comunidad cientifica, especialmente en el
campo de la astrobiologia, que requiere de investigaciones en las regiones polares congeladas
de la Tierra como habitats andlogos para posibles formas de vida en otros planetas. Ademas,
la Industria de distintos sectores ha mostrado interés en los estudios antarticos como fuente de
nuevos enzimas y materiales poliméricos con nuevas funciones y aplicaciones (Antranikian y

col., 2005; Deming, 2002; Nicolaus y col., 2010; Poli y col., 2010; Walton, 2013).
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Figura 1. Situacion de la Antartida en el supercontinente de Gondwana (A) y mapa actual (B). Fuentes: Docentes
Navarra. La Tierra (Internet). Acceso: 21 Julio 2014. Disponible en:
http://docentes.educacion.navarra.es/metayosa/ 1 bach/Tierra5.html y Sanchez, S. La variacion de la masa de
hielo en la Antartida (Internet). Acceso: 21 Julio 2014. Disponible en:

http://cambioclimaticoenergia.blogspot.com.es/2010/05/la-variacion-de-la-masa-de-hielo-en-la.html

A pesar de que los habitats marinos artico y antartico presentan unas bajas temperaturas (agua
del mar y sedimentos cerca de -1 °C, hielo marino hasta -35 °C en invierno y lagos y glaciares
por debajo de -5 °C), (Deming, 2002), la biodiversidad de estos ambientes es remarcable,
principalmente de bacterias, hongos (en particular levaduras) y microalgas. Las bacterias
marinas psicrofilas y psicrotolerantes que se han descrito con mas frecuencia son bacterias
Gram negativas pertenecientes a las clases a-proteobacteria (Octadecabacter) p-
proteobacteria (Polaromonas), vy-proteobacteria (Colwellia, Glacieola, Marinobacter,
Moritella, Pseudomonas, Psychrobacter, Psychromonas, Shewanella, Vibrio), &-
proteobacteria (Desulfuromonas, Desulfofrigus, Desulfofaba, Desulfotalea) y el phylum
Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides (Polaribacter, Psychroflexus). Por su parte, las
bacterias Gram positivas mas frecuentes son corineformes, Arthrobacter sp. y Micrococcus sp.
En general, el nimero y diversidad de bacterias son superiores a los de las arqueas, aunque en
algunas areas como las aguas marinas profundas se encuentran en un numero equivalente,
siendo los géneros Methanogenium y Methanococcus las arqueas que se han descrito con
mayor frecuencia. También se han descrito cianobacterias de los géneros Oscillatoria,
Phormidium y Nostoc como géneros dominantes en la mayoria de los habitats de la Antartida
(D’Amico y col., 2006; Deming, 2002; Vishniac & Klinger, 1986). Asimismo, es comun

encontrar levaduras psicrofilicas, especialmente del género Cryptococcus, en muestras de
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suelo e incluso algunos investigadores las han definido como la forma de vida mas importante
en los suelos desérticos de la Antartida (D’Amico y col., 2006; Deming, 2002; Vishniac &
Klinger, 1986).

Desde 1959, gracias a la firma del Tratado Antartico, la Antartida estda gobernada por un
coalicion internacional compuesta de 31 paises miembros de pleno derecho y 6 paises
asociados, y toda actividad cientifica que se realiza en ella estd regulada por el Comité

Cientifico de Investigacion Antartica (Scientific Comittee on Antarctic Research, SCAR).

A partir del afio 1985, el Profesor Jesus Guinea Sanchez, Catedratico del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia Sanitarias de la Facultad de Farmacia de la Universidad de
Barcelona, inici6 una linea de investigacion de Taxonomia bacteriana centrada en el
aislamiento y clasificacion de nuevos microorganismos de origen antartico. Los trabajos se
desarrollaron a partir de muestras de sedimentos, aguas y lodos procedentes de distintos
lugares de la Antartida, principalmente de las Islas Shetland del Sur y de puntos circundantes
de la Peninsula Antartica que fueron amablemente suministradas por la Dra. Josefina Castellvi.
Desde entonces el grupo, ahora dirigido por la Dra. Elena Mercadé, ha identificado
numerosos microorganismos y caracterizado los materiales extracelulares que producen. Entre
los nuevos aislamientos se encuentran Pseudoalteromonas antarctica (Bozal y col. 1997),
Cryptococcus victoriae (Montes y col. 1999), Shewanella livingstonensis (Bozal y col. 2002),
Psychrobacter luti (Bozal y col. 2003), Psychrobacter fozii (Bozal y col. 2003),
Paenibacillus antarcticus (Montes y col. 2004), Pseudomonas guineae (Bozal y col. 2007),

Marinobacter guineae (Montes y col. 2008) y Shewanella vesiculosa (Bozal y col. 2009).

2. CLASIFICACION TAXONOMICA DE MICROORGANISMOS
La informacion taxonomica es esencial para los cientificos para poder entender la
biodiversidad y las relaciones entre organismos de diferentes ecosistemas (Gevers y col,

2005).

Debido a la evolucion que estd teniendo la Taxonomia de microorganismos, el concepto de
especie también evoluciona y es objeto de controversia, pero actualmente se acepta como

definicién de especie bacteriana aquel grupo monofilético de organismos que muestran
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suficiente grado de coherencia tanto genética como fenotipica como para aislarse de forma

separada de sus semejantes (Rosello-Mora, 2009).

La taxonomia bacteriana se inici6 a finales del s. XIX con la clasificacion de los
microorganismos en base a marcadores fenotipicos. La taxonomia numérica mejord la
identificacion fenotipica aumentando el nimero de ensayos realizados y calculando los
coeficientes de similaridades fenéticas entre cepas y especies, pero proporcionaba poca
informacion sobre las relaciones filogenéticas entre procariotas. Por este motivo se empezaron
a utilizar métodos quimiotaxondémicos y genotipicos para una clasificacion mas precisa y
desde entonces el campo de la taxonomia ha experimentado un crecimiento explosivo con la
descripcion de cientos de nuevos géneros y miles de nuevas especies (Schleifer, 2009). Asi
pues, la clasificacion actual de bacterias y arqueas se basa en un modelo operacional, llamado
taxonomia polifasica que comprende caracteristicas fenotipicas, quimiotaxondmicas,
genotipicas asi como informacion filogenética (Rosello-Moéra, 2009; Tindall y col., 2010;

Schleifer, 2009).

2.1. Clasificacion taxonémica polifasica

Como se ha comentado, el modelo actual empleado para la clasificacion de microorganismos
es la taxonomia polifasica. De acuerdo a este modelo, para el reconocimiento de nuevos
taxones bacterianos es totalmente imprescindible analizar la secuencia del gen 16S rRNA, ya
que cumple todos los requisitos para ser un marcador molecular 1til: es ubicuo,
funcionalmente constante, conservado y homologo (Rosello-Moéra, 2009; Tindall y col., 2010;
Schleifer, 2009). Ademas es un marcador estable que estda menos sujeto a fendmenos de
transferencia genética horizontal (TGH), (Schleifer, 2009). Sin embargo, en algunos casos, el
gen 16S rRNA presenta un bajo poder de resolucion a nivel de especie y es recomendable
analizar también genes que codifican para proteinas conservadas, como el rpoD que codifica
para el factor sigma RpoD de la RNA polimerasa, el gyrB que codifica para la subunidad beta
de la DNA girasa y otros (Rosell6-Moéra, 2009; Tindall y col., 2010). Un planteamiento que
esta resultando util en la taxonomia bacteriana es el analisis de secuencia multi-locus (Multi-
Locus Sequence Analysis, MLSA), que consiste en secuenciar varios genes esenciales

conservados y analizarlos como conjunto de datos individuales o como secuencias
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combinadas concatenadas proporcionando una mayor resolucion que las secuencias del gen

16S rRNA solo (Rosello-Mora, 2009; Tindall y col., 2010; Schleifer, 2009).

Los andlisis MLSA deben complementarse con la determinaciéon del contenido G+C del
genoma de los microorganismos de estudio asi como con métodos de hibridacion DNA-DNA
(DDH) con los microorganismos mas relacionados filogenéticamente, especialmente en
aquellos casos en los que la secuencia del 16S rRNA muestra un valor de similitud >97%

(Tindall y col., 2010).

Para llevar a cabo la clasificacion taxonémica polifasica es fundamental completar los analisis
genéticos con estudios fenotipicos (Rosello-Mora, 2009; Schleifer, 2009; Tindall y col. 2010).
Entre los parametros que se recomiendan estudiar en la caracterizacion fenotipica de
microorganismos se encuentran: la morfologia y forma celular y colonial, test de pH y
temperatura 6ptimos, motilidad, perfil de tincion Gram, formacion de esporas y produccion de
pigmentos. Los estudios morfologicos se deben complementar con ensayos bioquimicos, para
los cuales se pueden utilizar galerias bioquimicas como API (Biomérieux) o Biolog (Biolog

Inc.) ademas de otras pruebas independientes (Tindall y col. 2010).

Por su parte, la quimiotaxonomia se centra en el estudio de varios elementos estructurales de
las células incluyendo las capas externas de mismas (peptidoglicano, acidos teicoicos, acidos
micolicos, etc.), la membrana celular (dcidos grasos, lipidos polares, lipoquinonas
respiratorias, etc.) o constituyentes del citoplasma (poliaminas), (Schleifer, 2009; Tindall y

col. 2010).

Asimismo, es muy importante siempre que se pueda incluir en el estudio polifasico las cepas
tipo mas relacionadas filogenéticamente con el aislamiento a clasificar para su comparacion,
en vez de utilizar los datos publicados en la bibliografia (Rosello-Moéra, 2009; Tindall y col.
2010). También es altamente recomendable utilizar en el estudio mas de un aislamiento para
poder determinar qué caracteristicas son variables y cudles son estables dentro de una misma

especie y asi valorar la variabilidad intraespecifica (Rosello-Mora, 2009).
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2.2. Futuras direcciones en la Clasificaciéon Taxonémica de Microorganismos

En el modelo actual de taxonomia polifasica los analisis filogenéticos basados en la secuencia
del gen 16S rRNA son el primer paso rutinario en la identificacion de nuevas especies (Chun
& Rainey, 2014; Rosell6-Moéra, 2009; Tindall y col., 2010; Schleifer, 2009). Los estudios de
este marcador molecular se suelen complementar con el analisis DDH, especialmente cuando
dos cepas presentan una similitud del 16S rRNA >97% (Tindall y col., 2010). El analisis
DDH es un método experimental para medir el grado de relacion entre dos genomas aplicando
técnicas de hibridacion de acidos nucleicos (Tindall y col., 2010). Sin embargo, debido a su
tedioso protocolo y el error experimental inherente de los experimentos DDH, ha habido una
demanda continua de otras técnicas genotipicas (Stackebrandt y col., 2002). Se ha propuesto
que la técnica DDH sea sustituida por la media en la identidad de nucleétidos (Average
Nucleotide ldentity, ANI) entre genes ortdlogos entre dos genomas (Rosello-Mora, 2009;
Schleifer, 2009) y se correlaciona bien con los valores de DDH (Chun & Rainey, 2014).

La secuenciacion de nueva generacion ha proporcionado una manera rapida y
econdomicamente efectiva de obtener secuencias de genomas completos de cepas microbianas
que ya se podria aplicar a la taxonomia de bacterias y arqueas para comparar genomas
completos o elegir tantos genes como se quiera para su analisis (Chun & Rainey, 2014). Sin
embargo, algunos autores han indicado algunos inconvenientes para utilizar las secuencias de
genomas completos con fines taxondmicos. Aunque actualmente hay alrededor de 12.000
secuencias de arqueas y bacterias disponibles para su comparacion, tan solo 1.725 son
especies tipo, limitando el uso de los datos genémicos en estudios taxondémicos comparativos
teniendo en cuenta que hay cerca de 11.000 especies tipo (Chun & Rainey, 2014). Otros
autores como Ricker y col. (2012) han cuestionado la calidad de las secuencias gendmicas
disponibles en las bases de datos publicas, que pueden estar depositadas como secuencias
completas o como un borrador de secuencias ensambladas, scaffolds o contigs. Asi pues, ya
que los borradores de genomas podrian ser menos informativos que los genomas completos
para propositos taxonomicos, existe la necesidad de definir unos criterios minimos de calidad
de secuenciacion de los genomas para poder incluirlos en los analisis taxondmicos (Klassen &

Currie, 2012).
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Por tanto, aunque el criterio general es que los datos provenientes de la secuenciacion de
genomas completos deben ser incluidos entre los criterios taxonémicos para clasificar un
nuevo taxén bacteriano junto con los parametros fenotipicos y quimiotaxondémicos,
actualmente no existe un consenso sobre como estos datos deben integrarse en la clasificacion

taxonomica de procariotas (Chun & Rainey, 2014; Ramasamy y col., 2014).

En cuanto a los parametros fenotipicos, se ha propuesto que en un futuro se lleven a cabo
estudios de metabolomica basados en espectrometria de alta resolucion (Resonancia
ciclotronica de iones por transformada de Fourier acoplada a espectrometria de masas,
Fourier Transform ion cyclotron resonance-mass spectrometry, ICR-FT-MS) para detectar
los metabolitos de bajo peso molecular (50-1.000 Da) de un microorganismo y técnicas como
Maldi-Tof para observar la diversidad de moléculas de alto peso molecular (2-20 kDa),
generando asi bases de datos fundamentadas en perfiles moleculares que permitiran la

comparacion de multiples microorganismos (Ramasamy y col., 2014; Rosell6-Mora, 2009).

3. MECANISMOS DE ADAPTACION AL FRIiO
Aproximadamente, el 80% de la Tierra son ambientes frios como las aguas profundas, las
regiones polares y la alta montafia. Ademads, muchas zonas del planeta llegan a temperaturas

en torno a los 5 °C durante el invierno (Yumoto & Yamazaki, 2013).

Los microorganismos adaptados al frio pueden dividirse en dos grupos: psicrofilicos y
psicrotolerantes (Morita, 1975). Se denomina bacterias psicrofilas a aquellas cuyas
temperaturas minima, Optima y maxima estan a o por debajo de 0, 15 y 20 °C respectivamente
y se distribuyen en ambientes permanentemente frios. En cambio, se denomina
microorganismos psicrotolerantes a aquellos que presentan temperaturas de crecimiento
optimas y maximas mas altas y se encuentran tanto en ambientes permanentemente frios

como en regiones subarticas y zonas temperadas (Yumoto & Yamazaki, 2013).

La habilidad de los microorganismos adaptados al frio para sobrevivir y proliferar a bajas
temperaturas implica que han vencido barreras clave inherentes a los ambientes
extremadamente frios desde las aguas profundas hasta las montafias y regiones polares. Estos

retos incluyen: una actividad enzimatica reducida; disminucion de la fluidez de membrana;
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transporte alterado de nutrientes y productos de desecho; tasas de transcripcion, traduccion y
division celular reducidas; desnaturalizacion fria de proteinas, plegamiento de proteinas

incorrecto y formacion de hielo intracelular (D’Amico y col., 2006).

El limite de temperatura inferior para la vida parece estar entorno a -20 °C, que es la
temperatura a la que las bacterias viven en el suelo permagel y el hielo marino (D’Amico y
col., 2006). La actividad microbiana a estas temperaturas se restringe a pequefias areas de
agua no congelada dentro del suelo permagel congelado o del hielo, o bien a los canales de
salmuera. Estos habitats contienen grandes concentraciones de sales, sustancias
extrapoliméricas y/o materia particulada, y el flujo de fluidos se mantiene por gradientes de
temperatura y congelacion. Otros factores como la presidon osmdtica e hidrostatica, la
radiacion solar, terrestre y cosmica, el estrés oxidativo y la disponibilidad de nutrientes
también afectan de manera importante a las condiciones de vida de estos microorganismos.
Consecuentemente, la adaptacion al frio normalmente se combina con otras adaptaciones

(D’Amico y col., 2006).

Las bajas temperaturas comportan que las bacterias psicrofilicas y psicrotolerantes tengan que
hacer frente a la baja energia térmica y el aumento de la viscosidad del agua, los cuales
conllevan a un flujo metabolico lento. Para superar con éxito estos retos, los microorganismos
han desarrollado mecanismos especificos de adaptacion al frio como por ejemplo el aumento
de la fluidez de las membranas, respuestas frente al choque térmico por frio o por calor,
desarrollo de enzimas adaptados al frio y sintesis de proteinas anticongelantes (Antifreeze

Proteins, AFPs) y crioprotectores (D’Amico y col., 2006).

3.1. Aumento de la fluidez de las membranas

La biomembrana es una matriz lipidica anfipatica que comprende una bicapa asociada de
forma estable con varios compuestos hidrofobicos incluyendo proteinas. Los acidos grasos
son un constituyente hidrofobico importante de varios lipidos de membrana, los cuales
incluyen lipidos polares (principalmente glicerofosfolipidos y gliceroglicolipidos) asi como
esfingolipidos en algunos organismos. La composicion de acidos grasos de estos lipidos
pueden alterar enormemente las propiedades de la membrana modificando la fluidez y las

funciones biologicas, asi como la permeabilidad a solutos y la captacion de nutrientes, lo cual

10



Introduccién

influird consecuentemente en la motilidad, presion osmotica y la produccion de energia que

dependen del gradiente electroquimico transmembrana (Taha y col., 2013).

La modulaciéon de la composicion de la membrana lipidica en respuesta a cambios en la
temperatura ambiental se denomina adaptacion homeoviscosa (Sinensky, 1974). La
adaptacion homeoviscosa permite a los microorganismos lidiar tanto con las bajas como las
altas temperaturas manteniendo la fluidez de la membrana celular. Este proceso es importante
porque esta relacionado directamente con la estructura y funcion de la membrana y por tanto
con la supervivencia de los microorganismos adaptados al frio (psicrofilos y psicrotolerantes).
Los microorganismos llevan a cabo la adaptacion homeoviscosa a las bajas temperaturas
mediante una o varias de las siguientes estrategias para modificar la estructura o composicion
lipidica: aumento de la insaturacion de las cadenas acilo de los 4cidos grasos; aumento de las
ramificaciones con grupos metilo; incremento de la relacion entre las ramificaciones anteiso e
iso; disminucion de la longitud de cadena y disminucion de la proporcion esterol: fosfolipido.
Ademas de estos parametros, los cambios en la proporcidon carotenoides polares y no polares y
cambios de composicion en la clase de lipidos de la membrana (composicion de los grupos
polares) también pueden afectar a la fluidez de la membrana en bacterias psicrofilas y

psicotolerantes (Taha y col., 2013).

3.2. Metabolismo energético

Gestionar la energia bioquimica es un reto al que los microorganismos tienen que hacer frente
para mantener su actividad a bajas temperaturas, a las cuales los procesos metabolicos se
alteran debido a la disminucion de la ratio de las reacciones y el aumento de la rigidez de las
estructuras celulares, principalmente enzimas y membranas. Frente a esto, los
microorganismos adaptados al frio aumentan la concentracion de compuestos adenilados
(nicotinamida adenina dinucleétido (fosfato), NAD(P)'; flavina adenina dinucledtido, FAD,
adenosina-5’-monofosfato, AMP; adenosina-5’-dinofosfato, ADP; adenosina-5’-trifosfato,
ATP), los cuales son moléculas clave en el metabolismo energético. Esto se consigue
mediante la regulacion del metabolismo a multiples niveles con el objetivo de ahorrar energia:
aumento del metabolismo del adenilato orientado hacia la produccion y regeneracion de AMP
y su fosforilacion, represion de la destruccion de AMP, aumento de la tasa de respiracion,

intervencion de enzimas especificos que permiten la sintesis rapida de ATP como las
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polifosfatasas o las interferasas, cambios en la utilizacion de sustratos y re-direccionamiento

de las vias metabodlicas centrales (Amato, 2013).

3.3. Transcripcion y traducciéon

Algunos de los principales inconvenientes para la sintesis de proteinas a bajas temperaturas
son una actividad reducida de los enzimas que intervienen en la transcripcion y la traduccion,
una disminucion del plegamiento de proteinas, debida principalmente a una disminucion de la
tasa de isomerizacion prolil, y la estabilizacion de las estructuras secundarias de DNA y RNA.
Los enzimas de las bacterias adaptadas al frio implicados en estos procesos, han evolucionado
hasta conseguir una actividad optima a bajas temperaturas. Por ejemplo, la RNA polimerasa,
el factor de elongacion y la peptidil-prolil cis-trans isomerasa retienen actividad cerca de los 0
°C en varios microorganismos psicrofilicos. De hecho, el tltimo enzima citado cataliza las
isomerizaciones Cis-trans prolil y su elevada actividad y sobreexpresion a bajas temperaturas
podria ser importante para el mantenimiento de las tasas de plegamiento de proteinas a bajas
temperaturas (D’Amico y col., 2006). Ademas, las proteinas de unioén a acidos nucleicos y las
helicasas RNA también se sobreexpresan en los psicrofilos a bajas temperaturas, lo cual
podria ser importante para la desestabilizacion de las estructuras secundarias de DNA y RNA,

(Berger y col., 1996; Lim y col., 2000).

3.4. Catalisis y plegamiento de proteinas

Los enzimas catalizan la mayoria de las reacciones quimicas de los organismos y su eficiencia
depende de varios parametros, siendo la temperatura el mas importante de acuerdo a la
ecuacion de Arrhenius (Arrhenius, 1889). Esta ecuacién se escribe como dink/dt = E, / RT?y
si se integra asumiendo que E, es constante en un rango limitado de temperatura, quedaria
como k = Ae®®T donde k es el coeficiente o constante de la ratio; A es el término pre-
exponencial o factor de frecuencia, el cual depende ligeramente de la temperatura y a partir
del cual se puede deducir la entropia de activacion de la reaccion; R es la constante de gas
(8,314 J'mol™-K™) y T es la temperatura en grados Kelvin. Asi pues, la tasa de una reaccion
depende exponencialmente tanto de la energia de activacion, E,, la cual es la energia de una
fraccion de moléculas que posee energia suficiente para reaccionar, y de la temperatura. Esta
gran dependencia térmica sugiere que los microorganismos que viven en habitats

permanentemente frios han tenido que desarrollar adaptaciones para mantener tasas de
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reaccion en niveles compatibles con la vida. Asi pues, en los microorganismos adaptados al
frio la supervivencia esta subordinada a una disminucion de la energia de activacion para

poder conseguir tasas de reaccion apropiadas para las bajas temperaturas (Gerday, 2013).

Si se compara la actividad de los enzimas adaptados al frio con la de sus homologos mesofilos,
se observa que el punto 6ptimo de actividad esta desplazado hacia las bajas temperaturas, su
actividad especifica es mucho mas elevada y presentan una mayor sensibilidad térmica (Feller
& Gerday, 2003; Gerday 2013), (Figura 2). Estas propiedades caracterizan a todos los
enzimas adaptados al frio, aunque la amplitud de las diferencias varia de acuerdo al origen y

tipo de enzima (Gerday, 2013).

1000
800

600

Keat (571)

400

200
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Figura 2. Actividad enzimatica dependiente de la temperatura. Los enzimas psicrofilicos (azul) son hasta diez
veces mas activos a temperaturas bajas y moderadas (hasta 20-30 °C) que sus homologos mesofilos (rojo). Esta
elevada actividad compensa la inhibicion de las tasas de reaccion causada por el frio. Sin embargo, la actividad
de los enzimas adaptados al frio también es sensible al calor a juzgar por el desplazamiento hacia debajo de su

temperatura optima de actividad aparente (parte alta de la curva). Fuente: Feller & Gerday (2003).

Asi pues, los microorganismos psicrofilos y psicrotolerantes han desarrollado enzimas
adaptados al frio que tienen una elevada actividad especifica a bajas temperaturas y que hacen
que presenten flujos metabolicos similares a sus homologos mesoéfilos (Gerday, 2013). Los
andlisis de la estructura, propiedades cataliticas y la estabilidad térmica de un amplio nimero
de enzimas adaptados al frio han demostrado que pequefios cambios en la secuencia

aminoacidica confieren una elevada eficiencia catalitica a temperaturas bajas y moderadas.
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Estos cambios se acompaiian por una disminucion significativa de la estabilizacion térmica y
consecuentemente, un incremento importante de la flexibilidad de la estructura molecular que
permite la acomodacion del sustrato incluso a temperaturas inferiores al punto de congelacion
del agua (Gerday, 2013). Entre las modificaciones que llevan a cabo para aumentar la
flexibilidad se encuentran la reduccion del nimero de pares i6nicos, puentes de hidrégeno e
interacciones hidrofobicas, disminucion de las interacciones entre subunidades, aumento de la
interaccion con el solvente, una reduccion de la fraccion apolar en el nucleo, mayor
accesibilidad al sitio activo, mayor exposicion de los residuos apolares al solvente,
disminucion del nimero de co-factores unidos, agrupacion de residuos de glicina y una
disminucion de los residuos de arginina y prolina (Feller & Gerday, 2003; Violot y col., 2005).
Por otra parte, el proceso de plegamiento de proteinas, que en teoria tendria que ser dificil
debido al gran aumento de la viscosidad, la baja energia residual en el sistema y el efecto
depresivo de las bajas temperaturas, sobre todo en las interacciones hidrofobicas, se lleva a
cabo con éxito debido principalmente a la sobreexpresion de las peptidil-prolil cis-trans
isomerasas y del factor desencadenante o trigger, el cual es la Ginica chaperona asociada con
los ribosomas y la primera en entrar en contacto con la cadena polipeptidica naciente (Gerday,

2013).

3.5. Proteinas de choque térmico por frio o por calor

La exposicion de los organismos a cambios repentinos de la temperatura, tanto subidas como
bajadas, inducen la sobreexpresion transitoria de varias proteinas conocidas como proteinas
de choque térmico por calor (Heat-shock proteins, Hsps), o proteinas de choque térmico por
frio (Cold-shock proteins, Csps) respectivamente, las cuales estin implicadas en varios
procesos celulares como la transcripcion, la traduccion, el plegamiento de proteinas y la
regulacion de la fluidez de la membrana (Phadtare, 2004; Yoshimune y col., 2013). Aunque
las temperaturas a las que se produce el cold-shock y el heat-shock en los microorganismos
adaptados al frio son inferiores a las de los mesoéfilos, sus Hsps y Csps tienen funciones
similares, tales como la union a acidos nucleicos, metabolismo energético, catabolismo y
traduccion y plegamiento de proteinas (D’Amico y col., 2006). En ambos casos se inducen
proteinas de union a acidos nucleicos relacionadas con CspA y chaperonas como DnaK y
GroEL, pero existen algunas diferencias en las respuestas cold-shock entre microorganismos

adaptados al frio y mesoéfilos. Por ejemplo, en los primeros se induce la sobreexpresion de
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chaperonas con actividad peptidil-prolil cis-trans isomerasa, las cuales permiten acelerar el
plegamiento de las proteinas interconvirtiendo los isémeros Cis y trans de los puentes prolina
imidico peptidicos (Yoshimune y col., 2013). Otras diferencias en los microorganismos
psicrofilos serian la falta de represion de los genes conservados de sintesis proteica y la
presencia de proteinas de aclimatacion al frio (Cold-acclimation proteins, Caps). Es mas,
muchas de las Csps descritas en mesofilos actian como Caps en los microorganismos
adaptados al frio y son expresadas constitutivamente a bajas temperaturas (D’Amico y col.,

2006).

3.6. Proteinas anticongelantes y crioprotectores

Las proteinas anticongelantes (Antifreeze proteins, AFPs) son un grupo de proteinas diversas
estructuralmente que se unen al hielo e inhiben su crecimiento disminuyendo el punto de
congelacion de la solucion (actividad de histéresis térmica) o bien inhibiendo la
recristalizacion de las particulas de hielo impidiendo asi su crecimiento (Singh y col., 2014).
Gracias a estos procesos, las membranas de los microorganismos adaptados al frio quedan
protegidas del dafio causado por la congelacion aumentando asi su tasa de supervivencia. Por
otra parte, la inhibicion de la recristalizacion mantendria las distancias entre las particulas de
hielo en un glaciar creando una red de vetas liquidas que tenderian a acumular nutrientes

(Singh y col., 2014).

Las AFPs se han descrito en bacterias, diatomeas, hongos, plantas, insectos y peces, todos
ellos procedentes de lagos, hielo marino, nicleos de hielo y ambientes terrestres de las

regiones polares, de las cuales solamente 26 se han aislado de bacterias (Singh y col., 2014).

Finalmente, el aislamiento y caracterizacion de nuevas AFPs ha despertado un creciente
interés debido a sus potenciales aplicaciones en la industria médica para la criopreservacion
de 6rganos y sangre, en la industria alimentaria o también como inhibidores de la formacion

de tapones en tuberias de petroleo o gas (Singh y col., 2014).
Por otra parte, la trealosa y los exopolisacaridos también juegan un papel importante en la

crioproteccion de los microorganismos psicrofilos y psicrotolerantes. Se cree que la trealosa

tiene un efecto co-ligativo, pero probablemente también intervenga en la prevencion de la
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desnaturalizacion y agregacion de proteinas (Phadtare, 2004). Asimismo, se han encontrado
grandes concentraciones de exopolisacaridos en bacterias articas y antarticas (Krembs y col.,
2002; Mancuso Nichols y col., 2005b) llevando a cabo diversas funciones que se describen a

continuacion entre las que se destaca su capacidad crioprotectora.

4. EXOPOLISACARIDOS (EPSs) BACTERIANOS

4.1. Composicion y funciones de los EPSs bacterianos

Los exopolisacaridos (EPSs) son polimeros de elevado peso molecular que suponen un
componente esencial (40-95%) de las sustancias poliméricas extracelulares que rodean a la
mayoria de células microbianas de ambientes marinos y constituyen una amplia fraccion del
reservorio de carbono reducido de los océanos, ademas de aumentar la supervivencia de las
bacterias marinas influenciando el ambiente fisico-quimico préximo a las células (Mancuso

Nichols y col., 2005b, Poli y col. 2010).

Los EPSs pueden estar covalentemente unidos a la superficie celular (polisacaridos
capsulares) o bien pueden estar débilmente unidos a ella o incluso encontrarse en el medio

extracelular como una matriz amorfa (polisacaridos tipo limo), (Decho, 1990).

En cuanto a su composicion, la mayoria de los EPSs producidos por bacterias marinas son
heteropolisacaridos que contienen tres o cuatro monosacaridos diferentes que pueden ser
pentosas, hexosas, amino azucares o acidos urénicos, organizados en grupos de diez 0 menos
para formar unidades repetitivas. También pueden estar presentes sustituyentes organicos o
inorganicos, como grupos sulfato, fosfato, acido acético, acido succinico o acido pirGvico
(Decho, 1990; Mancuso Nichols y col., 2005b; Nicolaus y col., 2010; Poli y col. 2010; Rehm,
2009).

En la naturaleza, los EPSs bacterianos poseen varias funciones bioldgicas esenciales para la
supervivencia de los microorganismos que los producen. Entre ellas cabe destacar que son
esenciales en la adhesion celular a superficies u a otras células formando biopeliculas o
biofilms y facilitando la concentracion de nutrientes (Decho, 1990). Ademas, los EPSs
suponen un material de reserva de compuestos biodegradables debido a que adhieren

diferentes tipos de materia orgénica disuelta (Decho y Lopez, 1993). Asimismo, gracias a la
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presencia de acidos urdnicos y de sustituyentes organicos e inorganicos, los EPSs suelen
presentar una carga neta negativa que les permite secuestrar metales pesados como el Pb>" y
Cu?", 0 metales traza como el Fe**, el cual es un factor limitante del crecimiento en ambientes
oligotréficos (Mancuso Nichols y col., 2005b; Loaec y col., 1997, 1998; Wuertz y col., 2000).
Por otra parte, la capacidad de estos polimeros para retener agua hace que los
microorganismos que los sintetizan sean mas resistentes a la desecacion (Wingender y col.,
1999). Asimismo, esta capa altamente hidratada que forman los EPSs alrededor de las células
actia como una barrera fisica contra cambios osmoéticos que ocurran en el microambiente
celular y las protege frente a los depredadores como los protozoos y sustancias toxicas como
antibioticos y enzimas hidroliticos (Caron, 1987; Decho y Lopez, 1993; Sutherland, 2001).
Finalmente, a los EPSs también se les atribuye un papel crioprotector ya que inhiben la
formacion de cristales de hielo mediante la disminucién de la temperatura de nucleacion del
agua (Junge, 2004; Krembs, 2002). Sin embargo, el papel concreto que desempefian los EPSs
dependera del nicho ecolégico y del habitat natural de los microorganismos que los producen
(Poli y col., 2010).

4.2. Aplicaciones biotecnolégicas de los EPSs

Debido a la gran diversidad en su composicion y propiedades fisico-quimicas, los EPSs han
emergido como importantes materiales poliméricos industriales con la ventaja competitiva de
tener una produccion sostenible a partir de recursos naturales, ademas de ser biodegradables y
biocompatibles (Freitas y col., 2011; Nicolaus y col., 2010; Rehm, 2009, 2010). De hecho,
los EPSs bacterianos han sido ampliamente utilizados en aplicaciones de alto valor afiadido
como productos o procesos alimentarios, farmacéuticos, médicos y cosméticos, en los cuales
actiian principalmente como espesantes, estabilizantes, emulsificantes, agentes de unioén o
texturizantes debido a su comportamiento no Newtoniano y a su elevada viscosidad en medio

acuoso (Freitas y col., 2011; Krembs, 2002; Poli y col., 2010; Rehm, 2010).

La investigacion mas reciente consiste en emplear los EPSs para la creacion de nuevas
estructuras (micro- o nanoesferas, perlas poliméricas o capsulas) que encapsulen compuestos
bioactivos como antioxidantes, vitaminas, probioticos o prebioticos (Aguilera & Lillford,
2008). Asimismo, algunos polisacaridos poseen la capacidad de establecer interacciones

intermoleculares fisicas y quimicas, resultando en una matriz polimérica cohesiva capaz de
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formar una pelicula o film. Las tltimas investigaciones se han centrado en desarrollar matrices
poliméricas con propiedades mejoradas (transparencia, barrera, propiedades mecanicas,
biocompatibilidad o bioactividad) para multiples aplicaciones, principalmente para
recubrimiento de sustancias comestibles (Matsumoto & Kuroyanagi, 2010; Oms-Oliu y col.,,
2008) y empaquetamiento de alimentos (Alves y col., 2011; Nguyen y col, 2008). Ademas, la
capacidad de los EPSs para formar matrices poliméricas permite su manipulacion in vitro para
moldearlos como materiales estructurales (p.ej. nanoparticulas, expansores o hidrogeles) que
se adapten a aplicaciones biomédicas especificas incluyendo la administracion de farmacos,
en geles para técnicas de imagen (ecografia), la ingenieria de tejidos o apositos para heridas

(Matsumoto & Kuroyanagi, 2010; Rodriguez-Carmona & Villaverde, 2010).

Asi pues, debido a sus propiedades unicas y moldeables, varios EPSs bacterianos juegan un
papel importante en el desarrollo de nuevos farmacos, no tan solo por su capacidad de formar
matrices poliméricas, sino también por sus actividades bioldgicas inherentes. Por ejemplo, el
xantano, el dextrano sulfatado y el curdlan sulfatado se utilizan como agentes antivirales y

anticancerigenos (Ghosh y col., 2009; Takeuchi y col., 2009).

Asimismo, los EPSs también pueden utilizarse como fuente de oligosacaridos y mondémeros
de azucar, lo cual supone un valor afiadido adicional (Freitas y col., 2011). Por ejemplo, la
fucosa es un azucar raro dificil de obtener. Las formulaciones u oligosacaridos que la
contienen tienen propiedades que potencian su uso en farmacos (como agentes
anticarcinogénicos o anti-inflamatorios), o en productos cosméticos como agentes anti-edad
(Kumar y col., 2007). Por tanto, los polisacaridos con un alto contenido en fucosa (u otros
componentes de valor anadido) pueden ser vistos como fuentes de productos quimicos

valiosos.
Los EPSs, especialmente la goma xantana, también se aplican como fluidos de perforacion en
la extracciéon de petrdleo, debido a su capacidad de aumentar la viscosidad a bajas

concentraciones (Baba Hamed & Belhadri, 2009).

Por ultimo, otras aplicaciones de los EPSs que estan bajo estudio son el secuestro de

compuestos toxicos, la activacion de la sedimentacion de lodos, la incorporacion de
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nanoparticulas de arcilla en espumas acuosas para suprimir la vaporizacion de la gasolina y la

produccion de absorbentes elasticos para la absorcion quimica del diéxido de carbono (Freitas

y col., 2011).

4.3. Microorganismos de ambientes extremos como fuente de nuevos biopolimeros y
enzimas
En los tultimos afios, ha habido un interés creciente en aislar y caracterizar nuevos
microorganismos procedentes de ambientes extremos tales como las fumarolas hidrotermales
de las aguas profundas, los ecosistemas antarticos, los lagos salinos y los manantiales
geotermales, ya que éstos han desarrollado vias metabolicas especiales y mecanismos de
proteccion especificos para sobrevivir a las duras condiciones ambientales propias de este tipo
de habitats (Nicolaus y col., 2010; Poli y col., 2010). Por tanto, los microorganismos de
ambientes extremos son vistos como una nueva fuente potencial de biopolimeros y enzimas
con nuevas propiedades y funciones que podrian ser explotados en procesos biotecnologicos
innovadores (Antranikian y col., 2005; Freitas y col., 2011; Mancuso Nichols y col., 2005b;
Nicolaus y col., 2010; Poli y col., 2010). Pero no soélo eso, sino que ademas, los extremofilos
servirian como modelos para estudiar como se estabilizan las biomoléculas cuando son

sometidas a condiciones extremas (Nicolaus y col., 2010; Poli y col., 2010).

5. DIMETILSULFURO (DMS): FORMACI(’)N, METABOLISMO Y FUNCION
ECOLOGICA

5.1. Formacion de DMS a partir de dimetilsulfoniopropionato (DMSP)

El dimetilsulfuro (DMS) es un compuesto volatil organico de azufre que proviene
principalmente de la degradacion enzimatica de la molécula marina dimetilsulfoniopropionato
(DMSP) (Figura 3). E1 DMSP es un compuesto de azufre zwitterionico de gran importancia
en varios aspectos de la vida y biogeoquimica de los océanos y sus margenes. E1 DMSP
globalmente, es sintetizado en cantidades enormes (~10° toneladas anuales) por el
fitoplancton marino (diatomeas como p.ej. Melosira nummuloides, Thalassiosira pseudonana
o Fragilariopsis cylindrus; dinoflagelados como Symbiodinium sp. o Crypthecodinium cohnii;
y cocolitoforos como Emiliana huxleyi y Phaeocystis sp.), macroalgas marinas (p.ej., Ulva
intestinalis o Polysiphonia sp.), algunas angiospermas que habitan en la costa como Spartina

sp. o Wollastonia biflora y algunos corales como Acropora millepora y Acropora tenuis
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(Raina y col., 2013; Stefels, 2000). Aunque la L-metionina es probablemente el punto de
partida para la sintesis de DMSP en todos los organismos productores, los pasos biosintéticos
subsiguientes difieren entre las algas verdes, las diatomeas y los dinoflagelados y éstos ain no

han sido dilucidados por completo (Curson y col., 2011).

En los organismos productores, el DMSP ejerce diferentes funciones, siendo la mas
reconocida su papel como osmoprotector, aunque en algunos microorganismos también se ha
descrito que podria actuar como antioxidante, crioprotector o agente disuasorio para los

depredadores (Curson y col., 2011; Gonzalez y col. 2010; Reisch y col. 2011).

El DMSP es liberado al océano mediante la lisis celular del fitoplancton causada por la caza
del zooplancton, la senescencia o la infeccion virica (Reisch y col. 2011) (Figura 3). Su
importancia radica en que ademas de ser la principal fuente de carbono y azufre de las
bacterias marinas, también es el precursor del gas climatoldégicamente activo dimetilsulfuro

(DMS) (Curson y col., 2011; Gonzalez y col., 2010) (Figura 3).
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Figura 3. Formacion y catabolismo del dimetilsulfoniopropionato (DMSP). Después de la liberacion del DMSP
del fitoplancton que lo produce, el DMSP es degradado principalmente por bacterias a través de dos rutas
metabolicas. La via de desmetilacion del DMSP conlleva la produccion de metil mercaptopropionato (MMPA),
mientras que la via de rotura produce DMS vy acrilato o bien 3-hidroxipropionato (3HP). El DMS a su vez puede
ser transformado por bacterias consumidoras de DMS o liberado a la atmosfera, donde puede convertirse en
dimetilsulfoxido (DMSO) o aerosoles de sulfato. Estos pueden actuar como niicleos de condensacion de nubes
(CCN) que promueven un aumento del albedo (cantidad de luz solar reflejada al espacio). Un paso esencial en el
ciclo global del azufre es el retorno de estos compuestos a la superficie de la Tierra, via lluvia o nieve,
devolviendo asi el azufre del mar a la tierra. EI DMS también es un quimioatrayente importante para el
zooplancton, crustaceos, aves marinas y mamiferos marinos. MeSH, metanotiol; X, tetrahidrofolato. Fuente:

Curson y col. (2011).

5.1.1. Catabolismo del DMSP

Existen dos rutas de degradacion del DMSP que compiten entre ellas. La primera comporta la
desmetilacion del DMSP, dando lugar a metil mercaptopropionato (MMPA), el cual se
convierte posteriormente en el compuesto volatil metanotiol (MeSH). La segunda ruta de
degradacion del DMSP implica la liberacion de DMS mediante una reaccion catalizada por
los enzimas denominados DMSP liasas (Figura 4). A pesar de que se considera que las
bacterias marinas son los degradadores primarios del DMSP, también se han descrito algunas
especies de fitoplancton marino que tienen la capacidad de degradar el DMSP y formar DMS
como p.ej. Emiliana huxleyi, Symbiodinium microadriaticum o Gephyrocapsa oceanica
(Curson y col., 2011; Reisch y col. 2011).

Se estima que el 90% del DMSP disuelto en los océanos es metabolizado por la ruta de la
desmetilacion y tan solo el 10% es degradado por la ruta de rotura que conlleva a la

produccion de DMS (Reisch y col. 2011).

Finalmente, los microorganismos degradadores de DMSP pueden poseer una o ambas vias
metabdlicas, como es el caso de Ruegeria pomeroyi DSS-3, Phaeobacter sp., Roseovarius sp.,

o Dinoroseobacter shibae DFL12 entre otros (Curson y col., 2011; Moran y col. 2012).
5.1.1.1. Ruta de desmetilacion del DMSP

El enzima DmdA es un polipéptido perteneciente a la familia del sistema T de degradacion de

la glicina (GevT) que cataliza la desmetilacion del DMSP dando lugar a MMPA y 5-metil-
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tetrahidrofolato (5-THF). A su vez el 5-THF actiia como donador de grupos metilo en la

sintesis de metionina y S-adenosil-metionina (Reisch y col. 2011).

Por su parte, el MMPA se metaboliza posteriormente a través de una ruta de desmetiolizacion
que conlleva la liberacion de MeSH. Concretamente, el enzima DmdB transforma en el
MMPA en un tioéster MMPA-CoA, el cual es deshidrogenado por DmdC dando lugar a
metiltioacriloil-CoA (MTA-CoA). Finalmente, DmdD hidrata el MTA-CoA dando lugar a
MeSH, acetaldehido, CO, y CoA (Figura 4). El carbono y el azufre del MeSH a su vez son
incorporados a los aminoacidos que contienen azufre como la metionina; aunque una parte del
MeSH formado puede ser oxidado mediante un enzima MeSH oxidasa dando lugar a
formaldehido, sulfuro de hidrégeno y peréxido de hidrogeno (Curson y col., 2011; Reisch y
col. 2011).

Por otra parte, en algunas bacterias marinas de sedimentos anoxicos, el MMPA puede sufrir
una desmetilacion y formar mercaptopropionato (MPA). Sin embargo, la doble desmetilacion
del DMSP no es un hecho relevante en aguas marinas superficiales (Moran y col. 2012;

Reisch y col. 2011).

Asi pues, los metabolitos de la via de desmetilacion del DMSP suponen una fuente de
carbono reducido para energia o biomasa en forma de dos grupos metilo activos asi como de
azufre reducido, el cual puede ser asimilado en aminoacidos que contienen azufre o bien ser

oxidado para obtener energia (Gonzalez y col., 2010; Moran y col. 2012).

El enzima DmdA esta codificado por el gen dmdA, el cual esta presente fundamentalmente en
roseobacterias y en el abundante grupo de bacterias marinas del clade SAR11. También se
encuentran homologos en bacterias de otros abundantes clades marinos como Candidatus
Puniceispirillum marinum str. IMCC1322 (clade SAR116) o la gammaproteobacteria marina
HTCC2080 (clade OM60), lo cual puede reflejar al menos un evento de transferencia genética
horizontal (TGH) (Curson y col., 2011). El gen dmdA es el gen catabdlico del DMSP mas
frecuente en la base de datos de metagenomas marinos Global Ocean Sampling (GOS, Rusch
y col., 2007) ya que esta presente en un 27% de bacterias de la misma (Moran y col. 2012).

Este dato es consistente con el hecho de que la ruta de desmetilacion sea la via de degradacion
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del DMSP mayoritaria con diferencia y también es l6gico debido a su presencia en el
abundante clade de bacterias marinas SAR11 y muchas roseobacterias (Curson y col., 2011;

Moran y col. 2012; Reisch y col. 2011).

5.1.1.2. Ruta de rotura del DMSP

Aquellos enzimas que producen DMS y acrilato a partir de la rotura del DMSP se denominan
DMSP liasas, aunque en algunas bacterias se genera 3-hidroxipropionato (3HP) en lugar de
acrilato. Hasta el momento se han descrito 6 enzimas que degradan el DMSP liberando DMS:
DddD, que ademas genera 3HP, y DddL, DddP, DddQ, DddW y DddY que forman acrilato
junto al DMS (Curson y col., 2011; Moran y col. 2012; Reisch y col. 2011), (Figura 4).

DddD es la tnica “DMSP liasa” que no genera acrilato a partir del DMSP, sino que el primer
producto detectable que forma es el 3HP. Este enzima es una proteina CoA-transferasa de
clase III organizada en tandem que probablemente forma un derivado CoA del DMSP antes
de convertirlo en 3HP. DAdP es una DMSP liasa en sentido estricto que forma DMS vy acrilato
perteneciente a la familia de las proteasas M24, aunque no contiene co-factores metalicos. Los
enzimas DddL, DddQ y DddW también generan DMS y acrilato y se ha predicho que poseen
dominios de union a metales de tipo cupin que incluyen dos motivos que contienen histidina
separados por una region de longitud variable. Finalmente, DddY es una DMSP liasa asociada
a la superficie celular, a diferencia de las otras liasas localizadas en el citoplasma (Curson y

col,, 2011; Reisch y col. 2011).

Como se ha mencionado anteriormente, cinco de las DMSP liasas producen acrilato a partir
del DMSP, mientras que una, DddD, produce 3HP. En Halomonas sp. HTNKI1 el acrilato se
metaboliza a 3HP mediante los enzimas AcuN and AcuK, indicando que el DMSP y el
acrilato tienen un intermediario comun. A su vez, el 3HP es metabolizado por la alcohol
deshidrogenasa DddA que produce un intermediario que se cree que es el malonato-
semilaldehido, el cual es transformado a acetil-CoA mediante la metilmalonato-semialdehido
deshidrogenasa DAdC (Curson y col., 2011; Reisch y col. 2011) (Figura 4). Asi pues, en la
ruta de rotura del DMSP, el azufre y dos grupos metilo del DMSP se pierden en forma de

DMS, representando un gasto energético importante, mientras que en la ruta de desmetilacion

23



Introduccion

se recupera todo el carbono y azufre del DMSP. Este hecho se explicaria por el papel de

sefalizacion que se le atribuye al DMS (Gonzalez y col., 2010; Moran y col. 2012).

Por otra parte, hasta la fecha los genes dddL, dddQ y dddW sélo se han encontrado en las
roseobacterias y grupos filogenéticamente cercanos. Asimismo, dddP también se encuentra
principalmente en roseobacterias. Es mas, algunas de estas bacterias marinas poseen varias
DMSP liasas. Por ejemplo, R.pomeroyi DSS-3 contiene en su genoma dddQ, dddP y dddW y
Roseovarius nubinhibens ISM tiene dos copias adyacentes de dddQ ademas de una copia de
dddP. De entre estos cuatro genes, el dddP es con diferencia el mas frecuente y el dddW el
mas raro entre las roseobacterias (Curson y col., 2011). Sin embargo, aunque el gen dddP se
encuentra principalmente en roseobacterias, ha sufrido un proceso sustancial de TGH ya que
se han encontrado homoélogos en bacterias distantes filogenéticamente como Oceanimonas
doudoroffii o Candidatus Puniceispirillum marinum IMCC1322. Incluso se han encontrado
homoblogos de dddP en varias especies de Fusarium sp. y Aspergillus flavus indicando una
TGH interdominio (Curson y col., 2011).

El gen dddD se encuentra con més frecuencia en las gammaproteobacterias (Pseudomonas sp.,
Marinomonas sp., Halomonas sp., o Psychrobacter sp.) aisladas de ambientes ricos en DMSP
como por ejemplo corales, algas marinas, sedimentos de marismas y el intestino de peces
consumidores de plancton, aunque también se han encontrado homélogos de dddD en cepas
esporadicas de Burkholderia sp. o Rhizobium sp., exhibiendo también una TGH importante.
Es mas, se ha detectado una proteina con un ~30% de homologia con DddD en Emiliana

huxleyi, indicando una posible TGH interdominio (Curson y col., 2011).

Finalmente, la distribucion esporadica del gen dddY también indica una amplia TGH entre
varias proteobacterias distantes filogenéticamente como Alcaligenes sp., Shewanella sp. o

Arcobacter sp., todas ellas asociadas a ambientes microaerdbicos (Curson y col., 2011).

En la base de datos de metagenomas marinos Global Ocean Sampling (GOS), el gen dddP es
el mas frecuente de los genes ddd (presente en un 6% de bacterias), seguido de dddQ,
mientras que dddD y dddL son menos comunes. Sin embargo, solamente se encuentra un

homologo cercano de dddW en la base de datos y no se hallan homologos de dddY. Esto
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puede deberse a que dddY se encuentra en bacterias presentes en ambientes microaerofilicos,
los cuales no estan bien representados en las bases de datos disponibles actualmente (Curson

y col., 2011; Moran y col., 2012; Reisch y col., 2011).
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Figura 4. Rutas metabolicas de degradacion del dimetilsulfoniopropionato (DMSP). Los enzimas implicados en
las rutas de rotura y desmetilacion estan indicados. Las DMSP liasas DddL, DddP, DddQ, DddW y DddY
convierten el DMSP en acrilato con la consecuente liberacion de dimetilsulfuro (DMS). A su vez el acrilato es
metabolizado a 3-hidroxipropionato (3HP) mediante los enzimas AcuNK. La DMSP liasa DddD convierte el
DMSP en 3HP, posiblemente con la formacion de un intermediario DMSP-CoA (bloque gris). El 3HP a su vez
es convertido a malonato-semialdehido (Mal-SA) y posteriormente en acetil-CoA mediante los enzimas DddA y
DddC respectivamente. En la ruta de desmetilacion, la DMSP desmetilasa DmdA retira un grupo metilo del
DMSP para formar metil mercaptopropionato (MMPA), con el tetrahidrofolato (THF) como aceptor del grupo

metilo. A continuacion el MMPA es metabolizado via los intermediarios MMPA-CoA y metiltioacriloil-CoA
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(MTA-CoA) a acetaldehido a través de DmdB, DmdC y DmdD. MeSH, metanotiol. Fuente: Curson y col.
(2011).

5.2. Rutas de formacién de DMS independientes de DMSP

En general se cree que el DMS se produce principalmente como resultado del catabolismo
microbiano del DMSP en ambientes marinos a través de la accion de los enzimas conocidos
como DMSP liasas. Sin embargo, también se han descrito rutas microbianas de formacion de
DMS independientes de DMSP que no estan asociadas solamente a ambientes marinos como
la lisis de metabolitos secundarios de dimetilsulfonio (p.ej., gonyaulina y gonyol),
(Spielmeyer y col, 2011) y la degradacion enzimatica de la S-metilmetionina,
dimetilsulfoxido (DMSO) o compuestos metoxiaromaticos (Stets y col., 2004). Ademas, en
muchos ambientes anaerébicos se ha detectado produccion de DMS a niveles (1-44 nM) que
pueden ser superiores a los descritos en la capa superior de la columna de agua marina (Lana
y col, 2011; Lomans y col. 1997), probablemente mediante la metilaciéon procariota del
MeSH (Stets y col., 2004; Kiene & Hines, 1995), un producto del catabolismo de la metionina
via el enzima metionina gamma liasa (Tanaka y col, 1977). Estos ambientes incluyen
sedimentos de lagos (Lomans y col., 1997; Zinder y col., 1978a, 1978b), sedimentos de
marismas (Kiene & Visscher, 1987), tapetes de cianobacterias (Zinder y col., 1977) y turberas,
las cuales representan una superficie de 4 millones de km® y pueden llegar a emitir ~6 pmol
DMS-m™-dia” (Kiene & Hines, 1995). Se cree que los microorganismos metanégenos estan
implicados en estas rutas andxicas (Kiene & Visscher, 1987; Kiene & Hines, 1995; Stets y
col., 2004) y de hecho se ha demostrado que Methanosarcina acetivorans produce MeSH y

DMS cuando utiliza monoxido de carbono como fuente de energia (Moran y col., 2008).

Por otra parte, la capacidad de generar MeSH a partir del sulfuro y/o metionina en
condiciones 6xicas es comun en bacterias heterotrofas de ambientes muy diversos (Drotar y
col., 1987), pero la investigacion de las reacciones de metilacion del MeSH que generan DMS
en bacterias aerobicas en cualquier ambiente es muy limitada. Asimismo, la importancia de
estos procesos en las emisiones globales de DMS es desconocida, asi como lo es la base

molecular de estas biotransformaciones.
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5.3. Metabolismo del DMS

Globalmente, los microorganismos de los océanos y sus margenes generan ~300 millones de
toneladas de DMS anualmente (Kettle & Andreae, 2000) mediante biotransformaciones de
moléculas de azufre (Curson y col., 2011; Sievert y col., 2007). E1 ~90% del DMS generado
es posteriormente catabolizado por bacterias o bien oxidado fotoquimicamente en los océanos
(Kiene & Bates, 1990). Un amplio rango de bacterias marinas pueden metabolizar este gas
mediante varias rutas catabolicas, incluyendo la desmetilacién y la oxidacion hasta MeSH,

dimetilsulfoxido (DMSO) o tetrationato (Curson y col., 2011).

Hasta el momento se ha identificado una dimetilsulfuro deshidrogenasa que cataliza la
oxidacion del DMS para dar lugar a DMSO en Rhodovulum sulfidophilum. También se ha
caracterizado un enzima DMS monooxigenasa en Hyphomicrobium sulfonivorans que oxida
el DMS a MeSH y formaldehido. Finalmente, se ha descrito una nueva ruta de oxidacion del
DMS en Methylophaga thiooxydans que da lugar a tetrationato como producto final (Reisch y
col. 2011). Dado que el 90% del DMS es metabolizado por bacterias, cabe esperar que a
medida que se vayan caracterizando mejor las rutas por las que se degrada se encuentren mas

genes y enzimas que intervengan en ellas.

5.4. Papel ecologico del DMS

A pesar de que tan solo el ~10% del DMS producido se libera a la atmdsfera (Kiene & Bates,
1990), este gas supone la mayor fuente de azufre de origen biogénico que se transfiere de los
océanos a la atmosfera, lo cual es un paso importante en el ciclo global del azufre ya que este
elemento puede retornar después a la tierra mediante la lluvia o nieve (Lovelock y col., 1972).
Por otra parte, una vez se encuentra en la atmoésfera, el DMS es oxidado abiologicamente a
DMSO o compuestos higroscopicos como el sulfato, el didxido de azufre o el acido
metasulfonico (MSA). Estos compuestos atraen a las gotas de agua y actian como nucleos de
condensacion de nubes (Cloud Condensation Nuclei, CCN) aumentando asi el albedo (Figura
5). Al incrementar el albedo, (cantidad de radiacion solar reflejada al espacio), disminuiria la
temperatura global del planeta afectando asi posiblemente a la regulacion del clima. Esta
teoria, conocida como la hipotesis CLAW, fue postulada por Charlson y col. en 1987

(Charlson y col., 1987). De acuerdo a la misma, la tasa de emision de DMS de los océanos
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estaria afectada por el clima, aunque no estaria claro si positiva o negativamente, cerrando asi

un bucle de retroalimentacion (Charlson y col., 1987, Figura 5).

ispersion radiacion’

Concentacion - m

gotas nubes = Albedo
\i/

Nucleacion de nubes

Pérdida radiacién
solar hacia el espacio

\
Temperatura Radiacion solar
superficial Tierra bajo las nubes

SNS-S0}

\

ommh
-:_/

DMS (gas)

Transporte del mar
hacia el aire

A Atmosfera

28



Introduccién

Figura 5. Teoria CLAW sobre la relacion entre las emisiones de DMS y la regulacion del clima. Los rectangulos
indican parametros cuantificables, mientras que los 6valos son procesos que relacionan los rectangulos. El signo
+ 0 — en los 6valos indica el efecto de un cambio positivo en la cantidad del cuadrado previo en el rectangulo
posterior. La relacion mas incierta en el bucle es el efecto del albedo en la emisién de DMS; su signo deberia ser

positivo para regular el clima. SNS: Sulfato No procedente de Sales Marinas. Fuente: Charlson y col. (1987).

Algunos autores (Toole & Siegel, 2004; Vallina & Simd, 2007) han observado una fuerte
correlacion positiva entre las concentraciones de DMS de la superficie de los océanos y la
dosis de radiacion solar, sugiriendo la existencia de una retroalimentacion positiva entre el
plancton y el clima mediante la influencia del primero en el balance de la energia de radiacion
de la Tierra. Sin embargo, la teoria CLAW y la regulacion del clima por las emisiones de
azufre microbianas se ha cuestionado recientemente (Quinn & Bates, 2011). La evidencia mas
fuerte que apoya la existencia del primer paso del bucle de retroalimentacion de la teoria
CLAW es la coherencia entre los ciclos estacionales de DMS, sus productos de oxidacion
(SO4* y MSA) y los CCN (Andreae y col., 1995; Ayers & Gras, 1991; Ayers y col., 1997).
No obstante, en estos estudios no se indica la sensibilidad de la concentracion de los CCN a
cambios en la emision de DMS ni tienen en cuenta otras fuentes de CCN como las sales
marinas 0 compuestos organicos provenientes de la materia organica disuelta de los océanos
(Quinn & Bates, 2011). Woodhouse y col. (2010) encontraron una baja sensibilidad de los
CCN a los cambios en las emisiones de DMS por parte de los océanos (un aumento del 1% en
el flujo de DMS comportaria un aumento del 0,07% de los CCN totales en el Hemisferio Sur
y del 0,02% en el Hemisferio Norte) debido a la abundancia de CCN derivados de otras
fuentes diferentes del DMS, sugiriendo que el papel del DMS en la regulacion del clima seria
muy débil. La teoria CLAW también asume que un aumento de la concentracion de CCN
causaria una aumento de la cantidad del albedo planetaria suficiente para disminuir la
temperatura global del planeta. Sin embargo, algunos estudios de la ultima década han
revelado mecanismos que ocurren en las nubes a escala micro- y macro-fisica que atenuarian
la importancia del aumento del albedo como consecuencia del aumento de la concentracion de

CCN (Quinn & Bates, 2011).
Finalmente, el Gltimo paso de la teoria CLAW asume que los cambios en el albedo, la

temperatura superficial y/o la incidencia de la radiacién solar, comportan cambios en la

produccion de DMS por parte de los microorganismos marinos. Este paso se ha corroborado
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con los resultados de varios estudios que muestran una correlacion estacional entre los niveles
de radiacion solar y las concentraciones de DMS de la capa superior de los océanos (Toole &
Siegel, 2004; Vallina & Sim6, 2007). No obstante, esta correlaciéon no revela informacion
sobre la sensibilidad de la produccion de DMS a los cambios en la radiacion solar (Quinn &
Bates, 2011). Sin embargo, algunos modelos indicarian que las variaciones en las emisiones
de DMS debidas a los cambios en la temperatura y la irradiacién oceédnica serian pequeiias
(Gunson y col., 2006; Vallina y col., 2007). Por ejemplo, un aumento de la dosis de radiacion
solar en la capa superficial de los océanos debido a un incremento del 50% de la
concentracion atmosférica de CO, resultaria tan s6lo en un aumento de ~1% de la

concentracion superficial de DMS de los océanos (Vallina y col., 2007).

Asi pues, se necesitan estimaciones mas precisas de las emisiones de DMS y de los factores
que las regulan, asi como una mejor comprension de la complejidad de las multiples fuentes
de CCN vy la biogeoquimica y fisica del clima para averiguar el impacto potencial del DMS en

la regulacion del mismo.

Ademas, el DMS es un potente quimioatrayente para el zooplancton, algunas aves marinas,
crustdceos y mamiferos marinos que lo usan como pista para detectar alimento (DeBose &
Nevitt, 2008; Nevitt & Bonadonna, 2005; Steinke y col, 2006). Finalmente, el DMS

proporciona el caracteristico olor de la orilla del mar (Curson y col., 2011).
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1. OBJETIVOS

La tesis doctoral “Caracterizacion de una nueva bacteria antartica y estudio de una nueva via
de produccion de dimetilsulfuro” se enmarca dentro del grupo de investigacion dirigido por la
Dra. Elena Mercadé en el Departamento de Microbiologia y Parasitologia Sanitaria de la
Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona. Una de las principales lineas de
investigacion del grupo desde 1985 ha sido el aislamiento y la caracterizacion de nuevos
microorganismos de origen antartico. El estudio de estas bacterias adaptadas al frio es
interesante por su capacidad potencial de producir nuevas moléculas bioactivas que puedan
tener aplicaciones biotecnologicas. Con este planteamiento el grupo se ha centrado en el
estudio de las sustancias poliméricas extracelulares producidas por los nuevos
microorganismos antarticos aislados y mas concretamente, en la blsqueda y caracterizacion
de exopolisacaridos que presenten capacidad emulsionante dentro del proyecto “Obtencion de
emulsionantes poliméricos de nueva generacion” financiado por el Ministerio de Ciencia e
Innovacion (CTQ2010-21183-C02-01).

destacd por producir un compuesto
volatil con un potente olor que inducia a pensar que se trataba de un compuesto organico
volatil de azufre (VOSC).

De un modo mas especifico, los objetivos que se han abordado han sido:

1. Realizar la clasificacion taxondmica polifasica

2. Realizar la caracterizacion del material extracelular
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3. Caracterizar los compuestos volatiles mediante el analisis de
cromatografia de gases para ver de qué compuesto(s) se trata y en funcion de ello estudiar las

vias metabdlicas implicadas en su sintesis y analizar su funcion.
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III. MATERIALES Y METODOS

1. MICROORGANISMOS
1.1. Cepas utilizadas en la clasificacion taxonémica

Para la clasificacion taxondmica se emplearon las cepas citadas en la
Tabla 1.

Tabla 1. Cepas utilizadas en la clasificacion taxonémica

Cepa Descripcion Fuente o Referencia

1.2. Cepas utilizadas en el estudio del EPS

Para estudiar la composicion y propiedades del EPS se

utilizaron las cepas mencionadas en la Tabla 2.
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Tabla 2. Cepas empleadas en el estudio del EPS

Cepa Descripcion Fuente o Referencia
Escherichia coli ATCC Cepa salvaje Coleccion de bacterias
10536 ATCC (Estados Unidos)
Marinobacter guineae M3B | Cepa salvaje Dra. E. Mercadé,
Universidad de Barcelona
(Espana)

Pseudoalteromonas sp. Cepa salvaje Dra. E. Mercadé,

M4.2 Universidad de Barcelona
(Espafia)

Psychrobacter fozii NF23 Cepa salvaje Dra. E. Mercadé,
Universidad de Barcelona
(Espafia)

Shewanella vesiculosa M7" | Cepa salvaje Dra. E. Mercadé,
Universidad de Barcelona
(Espana)

Shewanella livingstonensis Cepa salvaje Dra. E. Mercadé,

NF22" Universidad de Barcelona
(Espana)

1.3. Cepas utilizadas en el estudio de la produccién de DMS
Las especies bacterianas utilizadas en el estudio de la produccion de DMS se describen en la

Tabla 3.
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Tabla 3. Cepas utilizadas en el estudio de la produccion de DMS.

Cepa

Descripcion

Fuente o Referencia

Bradyrhizobium
diazoefficiens USDA

Cepa salvaje

Dr. A. Gates, University of East Anglia
(Reino Unido)

110

Cyanothece sp. Cepa salvaje Coleccion de bacterias ATCC (Estados
ATCC 51142 Unidos)

Emiliana huxleyi Cepa salvaje Coleccion de cultivos de algas y
CCAP920/8 protozoos CCAP (Escocia)

E.huxleyi Cepa salvaje Coleccion de cultivos de algas y
CCAP920/9 protozoos CCAP (Escocia)

E.huxleyi Cepa salvaje Coleccion de cultivos de algas y
CCAP920/12 protozoos CCAP (Escocia)

E.huxleyi CCMP374

Cepa salvaje

Dr. G. Mallin, University of East
Anglia (Reino Unido)

E.huxleyi CCMP1516

Cepa salvaje

Dr. G. Mallin, University of East
Anglia (Reino Unido)

cromosémica de Tn5lacZ
(tet®, kan®)

E.huxleyi Cepa salvaje Coleccion de cultivos de algas y
CCAP920/12 protozoos CCAP (Escocia)
Escherichia coli 803 | Utilizada durante todo el Wood, 1966

trabajo rutinario
E.coli BL21 Cepa con polimerasa T7 Invitrogen

utilizada para expresar los

genes clonados
E.coli A118 Cepa que contiene una copia | Messing, 1979

P. fragi DSM 3456

Cepa salvaje

Coleccion de bacterias DMSZ
(Alemania)

Pseudomonas sp.

Cepa salvaje

Dr. A. Pelletier, Oak Ridge National

mutada en el gen

mediante intercambio de
marcadores usando
pB102220 (gm®, kan®, rif?)

GM41 Laboratory (Estados Unidos)
P. psychrophila DSM | Cepa salvaje Coleccion de bacterias DMSZ
17535 (Alemania)
P. putida ATCC Cepa salvaje Coleccion de bacterias ATCC (Estados
12623 Unidos)
Rhizobium Cepa salvaje (str) Young y col., 2006
leguminosarum
J564 Mutante espontaneo . Este trabajo
rif

J565 Cepa derivada de J564 Este trabajo

mutada en el gen megL

mediante mutagénesis con

pB102221 (kan®, rif?, spec®)
J566 Cepa derivada de J564 Este trabajo
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2. MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivos empleados para el mantenimiento de las cepas y la realizacion de los

diversos experimentos se detallan a continuacion, asi como su composicion por litro.

40

Agar King B: 10 g peptona de carne; 10 g peptona de caseina; 1,5 g KoHPOy; 1,5 g
MgSOy; 15 g agar (pH 7,2).

Agar Marino (Difco): 5 g peptona; 1 g extracto de levadura; 0,1 g C¢HsFeO7; 19,45 g
NaCl; 8,8 g MgCly; 3,24 g Na,SOy; 1,8 g CaCly; 0,55 g KCI; 0,16 g NaHCOs3; 0,08 g
KBr; 34 mg SrClh; 22 mg H3BOs; 4 mg Na,SiOs; 2,4 mg NaF; 1,6 mg NH4NO;; 8 mg
Na;HPOy; 15 g agar (pH 7,6).

Agar Nutritivo (Cultimed): 5 g peptona de caseina; 2,5 g extracto de levadura; 1 g

dextrosa; 15 g agar, (pH 7).

Luria-Bertani (LB, Sambrook & Russell, 2001): 10 g triptona; 5 g extracto de
levadura; 5 g NaCl (pH 7,2).

M9 (Sambrook & Russell, 2001): 10 mM glicerol; 6,8 g Na,HPOy; 3 g KH,PO4; 0,5 g
NaCl; 1 g NH4CI; 10 mg CaCly; 0,2 g MgSOy (pH 7.,4).

Medio ATCC 1047 (Reddy y col., 1993): 0,04 g MgSO4 - 7H,0; 0,02 g CaCl, - 2H,0;
0,75 g NaNOs; 0,02 g KoHPO4 - 3 H,O; 3 mg citrato; 3 mg citrato amoénico de hierro;

0,5 mg EDTA; 0,02 g Nay,COs; 20 mcg vitamina Bi,; 1 ml elementos traza; 750 ml
agua de mar (pH 8,5).

Medio ESAW (Harrison y col., 1980): 1 1 agua de mar; 5,53 mg EDTA - 2H,0; 46,67
mg NaNOs; 30 mg Na,SiO; - 9H,0; 6,67 mg glicerofosfato de sodio; 3,80 mg H;BOs;
2,34 mg Fe(NH4)2(SO4), - 6H,0; 0,16 mg FeCls - 6H,0; 5,4 mg MnSO4-4H,0; 0,073
mg ZnSO4 - 7H,0; 0,016 mg CoSO4 - H,O; 0,1 mg tiamina; 0,002 mg vitamina Bj»;
0,001 mg biotina (pH 8,2).

MM1: 20 g glucosa; 0,5 g bacto-peptona; 0,1 g extracto de levadura; 0,4 g citrato; 7 g
NaNO;3; 2 g K;HPOy; 0,7 g NaNHsPO4 - 4H,0; 0,1 g MgSO4 - 7H,0; 0,018 g FeSOy -
7 H,O; 1 ml elementos traza (pH 6,8).
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- Mueller Hinton Agar (Oxoid): 300 g infusién deshidratada de ternera; 17,5 g
hidrolizado de caseina; 1,5 g glucogeno; 17 g agar (pH 7,3).

- Mueller Hinton Caldo (Oxoid): 300 g infusién deshidratada de ternera; 17,5 g
hidrolizado de caseina; 1,5 g glucdégeno (pH 7,3).

- Tryptone Soya Agar (TSA, Scharlau): 15 g digerido pancredtico de caseina; 5 g

peptona de soja; 5 g NaCl; 15 g agar (pH 7,3).

- Tryptone Soya Broth (TSB, Oxoid): 17 g digerido pancreético de caseina; 3 g digerido
enzimatico de soja; 5 g NaCl; 2,5 g KbHPOyu; 2,5 g glucosa (pH 7,3).

- TY (Beringer, 1974): 3 g extracto de levadura; 5 g triptona; 0,9 g CaCl, - 2H,O (pH
6,8).

- Y (Beringer, 1974): 10 mM succinato; 0,5 g NH4C1 0,1 g MgSO, - 7H,0; 0,2 g CaCl,
- 6H,0; 0,2 g KoHPO4; 0,75 mg biotina; 0,75 mg tiamina, 0,75 mg acido DL-

pantoténico (pH 6,8).

2.1. Preparacion de los medios de cultivo

Todos los medios de cultivo se prepararon con agua destilada y se esterilizaron mediante calor
humedo en autoclave a 121 °C y 1 atmosfera de presion durante 20 min. Las disoluciones que
no pudieron ser tratadas por este método se esterilizaron por filtracion utilizando filtros de
celulosa (Millipore) con diametro de poro de 22 um. El pH de los medios se ajusté con NaOH

(Panreac) o HCI (Panreac).

2.2. Suplementos de los medios de cultivo
En los casos requeridos, los medios de cultivo se suplementaron con antibidticos y otros

suplementos especificados en la Tabla 4.
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Tabla 4. Antibioticos y suplementos utilizados en este trabajo. Cuando se requieren diferentes concentraciones
para diferentes microorganismos se indica entre paréntesis. Todos los suplementos fueron suministrados por

Sigma y esterilizados por filtracion.

Antibiético / Suplemento Disolvente Concentracion Concentracién final (ug-ml™)
stock
(mg-ml™)
Ampicilina (amp) dH,0 100 100
Gentamicina (gm) dH,0 10 5
IPTG (isopropil-B-D- dH,0 200 200
tiogalactopirandsido)
Kanamicina (kan) dH,0 50 20 (E.coli,
200 (R.leguminosarum)
Espectinomicina (spec) dH,0 100 200 (E.coli)
800 ( )
Estreptomicina (str) dH,O0 200 400
Tetraciclina (tet) Etanol 70% 5 5
Rifampicina (rif) Metanol 10 20

3. CULTIVO DE MICROORGANISMOS

E.coli se cultivd o/n en LB, TSB 0 M9 a
37 °C. B.diazoefficiens USDA 110 y R.leguminosarum se incubaron en TY o Y durante 48 h a
28 °C. Cyanothece sp. ATCC 51142 se incubd en el medio ATCC 1047 a 26 °C bajo
condiciones de iluminaciéon constantes (50 pE - m” - s™) durante 1 semana. E.huxleyi se
incubd en 10 ml de medio ESAW en viales sellados de 100 ml a 26 °C durante 2 semanas bajo

2. 51 y el crecimiento se monitorizo

condiciones de iluminacion constantes (50 uE - m"
utilizando un analizador Multisizer 3 (Beckman Coulter), y la fluorescencia de la clorofila

(Fy/Fm) se midié con un analizador Phyto-Pam phytoplankton (Heinz Walz).

3.1. Mantenimiento y conservacion de cepas

Las cepas se mantuvieron viables resembrandolas cada quince dias en TSA o LB en el caso de
Pseudomonas sp. y E.coli; en TY en el caso de B.diazoefficiens USDA 110 y
R.leguminosarum, en medio ATCC 1047 en el caso de Cyanothece sp. ATCC 51142 y en

medio ESAW en el caso de E.huxleyi, a las temperaturas especificadas en el apartado 3. Las
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cepas se conservaron también congeladas o bien criobolas (Cryo-Billes, AES, AEB400100,

Combourg, Francia) o bien en alicuotas de los cultivos mezcladas con glicerol al 25 % (v/v) y

DMSO al 15% (v/v). Tanto las criobolas como las alicuotas con glicerol y DMSO se

almacenaron a -80 °C hasta su utilizacion.

4. PLASMIDOS, VECTORES Y COSMIDOS

Los plasmidos, vectores y cosmidos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla 5.

Tabla 5. Plasmidos, vectores y cosmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido / Vector Descripcion Uso Fuente o
/ Césmido Referencia
pET21a Vect%r de expresion E. coli T7 | Utilizado para clonar Novagen
(amp”)
pLAFR3 Cdésmido de amplio espectro Utilizado para generar la | Friedmany col.,
(tet®) libreria genémica 1982
pPHLJI Plasmido del grupo de Plasmido utilizado en el Hirsch &
incompatibilidad IncP-1 (gm®) | intercambio de Beringer 1984
marcadores
pRK415 Vector de clonacién de amplio Utilizado para hacer Keeny col.,
espectro (tet®) fusiones traduccionales 1988
con
pRK2013 Plasmido movilizador que Plasmido movilizador Figurski &
contiene los genes mob y tra usado en las Helinski 1979
(kan®) conjugaciones
triparentales
pB101878 Plasmido reportero lacZ de Utilizado para realizar la | Todd y col.,
amplio espectro (spec”, tet®) fusién promotor de 2012
-lacZ y generar
pB102232
pB101879 Plasmido suicida (spec®, kan®) | Vector utilizado en la Todd y col.,
generacion del mutante 2011
megL”
pB102219 Clon basado en pLAFR3 que Cdsmido que confiere Este trabajo
contiene el gen de produccion de DMS
y laregion | dependiente de MeSH a
de DNA genémico adyacente R.leguminosarum
pB102220 Derivado de pB102219 que Cosmido utilizado para Este trabajo
contiene Tn5lacZ insertado en generar la cepa
el gen de
“mediante
intercambio de
marcadores
pBl102221 Derivado de pB101879 que Utilizado para la Este trabajo
contiene un fragmento interno mutagénesis del gen
de 0.5 kb del gen megL de megL en
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pB102223 Clon pET21a que contiene el Utilizado para expresar la | Este trabajo
gen de proteina de
en
E. coli BL21
pB102224 Clon pET21a que contiene el Utilizado para expresar la | Este trabajo
gen de Pseudomonas sp. | proteina de
GM41 Pseudomonas sp. GM41
( )enE.
coli BL21
pB102225 Clon pET21a que contiene el Utilizado para expresar la | Este trabajo
gen de proteina
B.diazoefficiens USDA 110 de B.diazoefficiens USDA
110 ( )en
E.coli BL21
pB102227 Clon pET21a que contiene el Utilizado para expresar la | Este trabajo
gen de proteina
B.diazoefficiens USDA 110 de B.diazoefficiens USDA
110 ( )
en E. coli BL21
pB102229 Clon pET21a que contiene el Utilizado para expresar la | Este trabajo
gen de M.tuberculosis proteina de
H37Rv M.tuberculosis H37Rv
( ) en E.coli
BL21
pBl102231 Clon pET21a que contiene el Utilizado para expresar la | Este trabajo
gen de Cyanothece sp. proteina de
ATCC 51142 Cyanothece sp. ATCC
51142 ( )
en E. coli BL21
pB102232 Derivado de pBIO1878 que Utilizado para ensayar la | Este trabajo
contiene el promotor de transcripcion de en
de
pB102235 Clon derivado de pRK415 que Utilizado para determinar | Este trabajo
contiene la fusién traduccional la localizacion subcelular
egfp de en
pB102238 Clon derivado de pRK415 que | Utilizado para determinar | Este trabajo
contiene la fusién traduccional la localizacion subcelular
::phoA de en

5. CEBADORES
Los cebadores utilizados en este trabajo se describen en la Tabla 6.

Tabla 6. Cebadores utilizados en este trabajo. Las dianas de restriccion utilizadas para el clonaje estan

subrayadas.
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Cebadores Secuencia (5’ - 3°) Uso
16SrTRNAF AGTTTGATCCTGGCTCAG Amplificar gen 16S rRNA
16SrTRNAR TACCTTGTTACGACTTCACCCCA Amplificar gen 16S rRNA
rpoDF ACGACTGACCCGGTACGCATGTA Amplificar gen rpoD de
rpoDR ATAGAAATAACCAGACGTAAGTT Amplificar gen rpoD de
lacZ GCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGC Localizar la insercion de

Tn5lacZ en pBI02220
Ndel CGGATCCCATATGCACACCCGAACCGCC | Generar pBI02223 y
CCG pBI102234; Comprobar
cepa J566
EcoRI GCGAATTCTCAGTCCTGGGAACCCGGG Generar pB102223;
Comprobar cepa J566
BamHI GCGGATCCGTCCTGGGAACCCGGGTTGC | Generar pBI02234 y
G pBI102237
XbaF CCTCTAGAACTCCTACGGCAAACTGGTT | Generar pBI02232
TATGAAG
NsiR CCAATGCATGGTGATCAGCAACACATCC | Generar pBI02232
ACCAG
GFPBamHI CGGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAGG | Generar pBI02234
AGC
GFPHindIII CGGGATCCAAGCTTTTACTTGTACAGCT | Generar pBI02234
CGTCCATG
gfpPstl GCCTGCAGAATAATTTTGTTTAACTTTAA | Generar pBIO2235
GAAG
gfpKpnIXbal GGGGTACCTCTAGATTACTTGTACAGCT | Generar pBI02235
CGTCCATG
phoABamHI GCGGATCCGCACCAGAAATGCCTGTTCT | Generar pBI02237
GG
phoAKpnIHindIII CCCGGGAAGCTTGGTACCCGACAGCGAA | Generar pB102237
AATTCACCG
Nhel GCATGGCTAGCATGGAACGTCCGATCCG | Generar pBI02225
AT
EcoRI CGGAATTCCTAAACTGACCGGCGCCAGG | Generar pBI02225
Ndel GATGGATCATATGTTCGCGCGCCTCGCA | Generar pB102227
ATC
EcoRI CGGAATTCTCATCGGGGTGCTCCAACG Generar pB102227
GM41Ndel CGGATCCCATATGAATCCTCCTAACCGG | Generar pB102224
AC
GM41EcoRI GCGAATTCTCAGGCACTGTGGGTGCC Generar pB102224
Cyano Ndel CGGATCCCATATGCAGCAGCAACAAACC | Generar pBI02231
TTG
Cyano EcoRI GGAATTCCTGCCTTATCTAACCAGC Generar pBI02231
megLECcORI CGGAATTCCATCGTCAACCGCACGTTGT | Generar pBI02221
ATGG
megLXbal GCTCTAGAGGGGTGATCCTGCAACATCT | Generar pBI02221

GC

megLHindIII

CCCAAGCTTATTGAAATGACCGATGGCC
CTC

Comprobar cepa J565

megLECoORI2

CGGAATTCGGTCGTTGCCGAATATCAGC

Comprobar cepa J565
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6. TECNICAS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (MET)

6.1. Tincién negativa

Las muestras para las tinciones negativas procedian tanto de cultivos liquidos como de
cultivos solidos. En el caso de los cultivos liquidos, éstos se centrifugaron, se descarto el
sobrenadante y el pellet se resuspendidé en solucion Ringer (Scharlau). Cuando la muestra
procedia de un cultivo sélido se resuspendieron varias colonias en solucidn Ringer hasta
conseguir una turbidez aparente. Una vez preparadas las suspensiones se colocd una gota de
20 — 30 pl de éstas sobre parafilm. Seguidamente se depositd sobre la muestra una rejilla de
microscopia electronica de cobre 200/MESH (huecos/pulgada) recubierta con Formvar-
carbono y se dejo en contacto con ella durante 2 min. Seguidamente la rejilla se depositd
sobre una gota de agua bidestilada durante 10 s, tras los cuales se trasladé a una gota de 20 pl
de acetato de uranilo 2% (p/v) durante 1 min. El exceso de acetato de uranilo se retird con
papel de filtro y la muestra se dejo secar a temperatura ambiente. Las muestras se observaron

en el microscopio electronico de transmision Tecnai Spirit (FEI Company) a 120 kV.

6.2. Criofijacion a alta presion y Criosustitucion (HPF-FS)

Los pellets de los cultivos liquidos o las colonias de medios solidos de las cepas de interés, se
transfirieron a planchettes de 1,5 mm de diametro y 200 um de profundidad e inmediatamente
se procedioé a su criofijacion por alta presion utilizando el equipo Leica EM HPM-100 High
Pressure Freezer (Leica Mycrosystems) a una presion de 2.100 bars y una rampa de
disminucién de temperatura de 8.000 °C-s™. Posteriormente, las planchettes se conservaron en

nitrégeno liquido hasta su procesamiento.

Las muestras crioinmovilizadas se criosustituyeron en acetona pura con tetradxido de osmio
2% (p/v) y acetato de uranilo 0,1% (p/v) durante 72 h a -90 °C en el equipo Leica EM
automatic freeze substitution system (Leica Mycrosystems). A continuacion, se aumento la
temperatura a una velocidad de 5 °C-h™ hasta llegar a los 4 °C, temperatura a la que las
muestras se mantuvieron durante 2 h. Posteriormente, se aumentd la temperatura de la
muestra a 25 °C y se mantuvo durante 1 h. Las muestras se lavaron con acetona durante 1 h a
temperatura ambiente y se infiltraron en las siguientes mezclas de Epon-acetona: 1:3 durante

2 h, 2:2 durante 2 h, 3:1 durante 16 h y finalmente en Epon pura 812 (Ted Pella, Inc.) durante
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30 h. Las muestras fueron embebidas en resina Epon fresca y la polimerizacion de la resina

tuvo lugar a 60 °C durante 48 h.

6.3. Cortes ultrafinos

Los cortes ultrafinos de las muestras criofijadas y criosustituidas (50 — 60 nm) se realizaron
con el ultramicrotomo UCT (Leica Mycrosystems) y se depositaron en rejillas de microscopia
electronica de cobre recubiertas con Formvar-carbono. Las secciones obtenidas se
contrastaron con acetato de uranilo 2% (p/v) durante 30 min a temperatura ambiente. Tras
lavar la muestra con agua, se contrastd nuevamente con citrato de plomo durante 5 min
previamente a su observacion en el microscopio electronico de transmision Tecnai Spirit (FEI

Company) a 120 kV.

6.4. Tincién con tetraéxido de rutenio
La tincion de tetradxido de rutenio revela los polisacaridos que rodean las células bacterianas

(Waller y col., 2004).

Todas ellas fueron incubadas a 15 °C durante 72
h antes de ser sometidas a fijacion quimica con un 5% de glutaraldehido en tampon cacodilato
0,1 M (pH 7,3) y 4 °C durante un periodo o/n. Después de ser lavadas durante 10 min con
tampon cacodilato 0,1 M (pH 7,3) cinco veces, las muestras fueron incubadas dos veces con
tetraoxido de rutenio 0,25% y ferrocianida potasica 0,25% en tampon cacodilato 0,1 M (pH
6,8) durante 1 h en oscuridad a 4 °C. Las muestras se lavaron cinco veces durante 15 min con
agua miliQ a 4 °C y mantenidas en tampon cacodilato 0,1 M (pH 6,8) y 4 °C hasta su
criofijacién por alta presion. Para la criosustitucion, se utilizd6 una solucidn que contenia
tetradxido de osmio 1%, acetato de uranilo 0,5% vy glutaraldehido 3% en metanol. La
criosustitucion empezo6 72 h a -90 °C, seguida de un calentamiento hasta 4 °C con una rampa
de 5 °C-h™, punto en el cual la temperatura se mantuvo durante 4 h. Una vez finalizado el
proceso, las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente y en oscuridad a 4 °C. Después
fueron lavadas dos veces con metanol durante 2 h y tres veces con acetona durante 15 min.
Finalmente, las muestras se infiltraron con Epon:metanol 1:3, 2:2 y 3:1 durante 3 h en cada
paso y finalmente fueron embebidas en Epon. Se obtuvieron secciones ultrafinas utilizando un

ultramicrotomo UCT (Leica Mycrosystems), y se tifieron con acetato de uranilo 2% y citrato
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de plomo. Las muestras fueron observadas con un microscopio electronico de transmision

Tecnai Spirit (FEI Company) a 120 kV.

6.5. Inmunomarcaje de la proteina

cepas se sometieron a criofijacion por alta presion con
el equipo Leica EM HPM-100 High Pressure Freezer (Leica Mycrosystems). Las muestras
congeladas fueron criosustituidas en el equipo Leica EM automatic freeze substitution (AFS)
system (Leica Mycrosystems), en el que la sustitucion se llevo a cabo con acetona pura con
0,5% acetato de uranilo (p/v) a -90 °C durante 80 h. Después, la temperatura se aumentd
gradualmente hasta -50 °C con una rampa de 5 °C-h”". Las muestras se lavaron durante 3 h 30
min con acetona a -50 °C y se infiltraron en unas mezclas graduales de Lowicryl HM20 —
acetona: 1:3 durante 3h; 2:2 o/n; 3:1 durante 7 h y Lowicryl HM20 (Electron Microscopy
Science) durante 48 h. Las muestras se polimerizaron a -50 °C durante 24 h mediante
irradiacion ultravioleta indirecta (360 nm), seguida de un proceso de endurecimiento adicional
a temperatura ambiente durante 48 h. Los cortes ultrafinos se obtuvieron con el
ultramicrotomo Leica UCT (Leica Mycrosystems) y se depositaron en rejillas de cobre
recubiertas con Formvar carbon. El inmunomarcaje con oro coloidal se llevo a cabo como se
explica a continuacion. A no ser que se especifique lo contrario, los lavados se realizaron
flotando las rejillas boca abajo en gotas. Las rejillas con los cortes ultrafinos se hicieron flotar
en tampon fosfato (PBS) 10 mM durante 3 min. Las rejillas se bloquearon con albumina de
suero bovino (BSA) 5% (p/v; Sigma Aldrich) — PBS 10 mM (1 gota durante 3 min y una gota
durante 12 min) y de nuevo con BSA 1% — PBS 10 mM (1 gota durante 8 s). A continuacion,
las rejillas se incubaron con el anticuerpo primario, una IgG policlonal disefiada
especificamente contra la proteina utilizando la herramienta de disefio
OptimumAntigen™ (GenScript Limited), diluido 1/100, durante 1 h. Las rejillas se lavaron
durante 5 min en 5 gotas de Tween 20 0,25% (v/v) —PBS 10 mM seguido de BSA 1% — PBS
10 mM (1 gota durante 8 s). Seguidamente, las rejillas se incubaron durante 30 min con un
anticuerpo secundario de cabra anti-conejo conjugado con oro coloidal de 18 nm diluido 1/15
(Ref.111-215-144; Jackson). Las rejillas se lavaron durante 25 min en 5 gotas de PBS 10 mM
y se hicieron flotar en 1% glutaraldehido (v/v)-PBS 10 mM durante 5 min. Las rejillas se
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lavaron con agua bidestilada durante 10 min en 10 gotas y secadas con papel de filtro.
Finalmente, las rejillas fueron contrastadas con acetato de uranilo 2% (p/v), lavadas con un
chorro de agua bidestilada, tefiidas con solucion de Reynolds durante 1 min, lavadas de nuevo
con un chorro de agua bidestilada y finalmente secadas al aire. Para comprobar la
especificidad del inmunomarcaje se llevaron a cabo dos controles. En el primero, se omiti6 el
anticuerpo primario anti- . En el segundo, se utilizd el suero pre-inmune de los conejos,
obtenido antes de ser inoculados con el antigeno para producir el anticuerpo anti-

Las muestras se examinaron en el microscopio electronico de transmision Tecnai

Spirit (FEI Company) a un voltaje de aceleracion de 120 kV.

7. TECNICAS DE ELECTROFORESIS

7.1. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Las preparaciones de DNA plasmidico y los productos de PCR obtenidos se separaron en
funcion de su tamafo en geles de agarosa (Sigma) 1% disuelta en tampon TAE 1x (Tris 40
mM, pH 7.6, 4cido acético 20 mM, EDTA 1 mM) y 0,5 pg-ml" de bromuro de etidio. A las
muestras se les afadio 0,2 volimenes de tampon de carga 5x (azul de bromofenol 0,25% (p/v),
glicerol 30% (v/v)) antes de llevar a cabo su separacion electroforética en la cubeta SCIE-
PLAS HUI13 Midi Horizontal (BioRad) aplicando un voltaje de 80 V con una fuente de

alimentacion Power Pac300 (BioRad) y con tampon TAE 1x.

Como marcador de peso molecular se utilizoé el marcador 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen)

que permite determinar el tamaiio de los fragmentos de DNA de entre 100 y 12.000 pb.

7.2. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Los geles de proteinas se hicieron de acuerdo a Sambrook & Russell (2001). La solucion del
gel de resolucion se hizo con 5 ml de tampon de resolucion 4x (Tris 1,5 M, pH §,8), SDS
0,4% (p/v)), 5 ml de agua destilada, 10 ml de solucion de acrilamida ProtoGel (National
diagnostics, 30% acrilamida) y 250 pl de persulfato de amonio 10% (p/v). Entonces se afiadid
a la mezcla 25 pl de n,n,n’,n’-tetrametiletilenodiamina (TEMED) y tras homogeneizarla se
deposito entre los dos cristales del gel sellados con una goma hasta llegar a una altura de unos
2 cm desde el borde superior del gel. También se afiadid una capa de agua destilada para

nivelar el gel. El gel de apilamiento se prepard mezclando 2,5 ml de tampén de apilamiento

49



Materiales y Métodos

4x (Tris 0,5 M, pH 6,8, SDS 0,4% (p/v)), 5,5 ml de agua destilada, 2 ml de solucion de
acrilamida ProtoGel (National diagnostics, 30% acrilamida), 100 pl de persulfato de amonio y
20 pl de TEMED. Una vez que el gel de resolucion polimerizd, se decantd la capa de agua
que se le habia afiadido, se le afladio la mezcla del gel de apilamiento y se insertd en €l un

peine para cargar las muestras posteriormente.

Las muestras se mezclaron con tampén de muestra PAGE 2x (Tris-HCI 100 mM, pH 6,8,
dithiothreitol, SDS 4% (p/v), azul de bromofenol 0,2% (v/v), glicerol 20% (v/v)) y se

hirvieron durante 10 min antes de realizar la electroforesis.

Una vez polimerizado el gel de apilamiento, se cargaron las muestras y los geles se corrieron
en la cubeta Mini Protean Tetra Cell (BioRad) y la fuente de alimentaciéon Power Pac Basic
(BioRad) a 120 V durante 2 h con tampén de corrida PAGE 1x (Tris 25 mM, pH 8,5), glicina
200 mM, SDS 0,1% (p/v)).

Finalmente, los geles se tifieron con azul de Coomassie (Coomassie 0,25%, metanol 50% y
acido acético 10%) durante 1 h en agitacion y posteriormente destefiidos o/n con solucion de
destincion (acido acético 10% (v/v) y metanol 10% (v/v)) en agitacion. Como marcador de
peso molecular se utiliz6 el marcador SDS Page Molecular Weight Standard Broad Range

(BioRad) que permite determinar el tamafio de proteinas de entre 6,5 y 200 kDa.

8. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)
Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de diversas sustancias

se siguid el método de microdilucion en caldo descrito por Wiegand y
col. (2008) y las DOggo de los pocillos de las placas microtiter se midieron utilizando el lector

Synergy HT (BioTek).

9. DETERMINACION DEL CONTENIDO G+C

El DNA genémico se prepar6 de acuerdo al procedimiento descrito
por Wilson (1987) con modificaciones. El contenido G+C se determin6 utilizando la técnica
de cromatografia liquida de alta resolucion (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) tal y como describid6 Mesbah y col. (1989). Esta determinacion fue realizada en el
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Servicio de Identificacion BCCM/LMG (Bacteria Collection, Laboratorium voor

Microbiologie, University Ghent, Ghent, Belgium).

10. HIBRIDACION DNA-DNA (DDH)
El DNA genomico

se prepard de acuerdo al procedimiento descrito
por Wilson (1987) con modificaciones. Las hibridaciones DNA-DNA (DDH) se llevaron a
cabo a 47 °C de acuerdo al método descrito por Ezaki y col. (1989) con las modificaciones de
Goris y col. (1998) y Cleenwerck y col. (2002). Esta determinacion fue realizada en el
Servicio de Identificacion BCCM/LMG (Bacteria Collection, Laboratorium voor

Microbiologie, University Ghent, Ghent, Belgium).

11. DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS CELULARES
Con el fin de identificar los acidos grasos celulares

éstas
se sembraron en placas de TSB suplementado con agar 1,5% y se incubaron 24 h a 28 °C. A
partir de ellas se recogieron 40 mg de material celular himedo y se determiné la composicion
de acidos grasos celulares segiin el método descrito por Bozal y col. (2002). El analisis se
llevé a cabo en el Departament d’Agricultura, Ramaderia i Pesca de la Generalitat de

Catalunya, en colaboracion con Francesc Garcia.

12. DETERMINACION DE LiPIDOS POLARES

12.1. Extraccion de lipidos polares

La extraccion de lipidos polares se hizo siguiendo
el protocolo descrito por Tindall (1990) y Minnikin (1979). Partiendo de 50 mg de cultivo
liofilizado los lipidos se extrajeron mediante una mezcla de cloroformo:metanol:NaCl 0,3%
(p/v) en proporcion 1:2:0,8 (v/v/v). Se dejaron los tubos o/n en agitacion orbital a temperatura
ambiente y se centrifugaron a 350 g durante 5 min para separar las dos fases. La fase superior
se trasladd a un tubo limpio y se le afladio una mezcla de cloroformo:NaCl 0,3% (1:1, v/v).
Después de centrifugar de nuevo (350 g, 5 min), se descartd la fase superior y la inferior se

secd con nitrogeno gas. Los lipidos se redisolvieron en cloroformo:metanol (2:1, v/v) y este
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extracto resuspendido se utilizd para realizar las cromatografias en capa fina (Thin Layer

Chromatography, TLC).

12.2. Cromatografia en capa fina bidimensional
Para llevar a cabo las TLCs se emplearon placas de silica gel de 10 x 10 cm (Merck) y una
mezcla de cloroformo:metanol:agua (65:25:4, v/v/v) como fase movil de la primera
dimension y de cloroformo:metanol:acido acético:agua (80:12:15:4, v/v/v/v) para la segunda
(Tindall, 1990). En cada placa se cargaron 15 pl de extracto lipidico en el punto de aplicacion
y una vez desarrolladas las dos dimensiones se realizaron los diferentes revelados para
identificar quimicamente los diferentes componentes lipidicos de la muestra (Tindall, 1990):
- Acido fosfomolibdico (Sigma) al 5% (p/v) en etanol para revelar lipidos totales.
- Ninhidrina (Sigma) al 0,2% (p/v) en etanol para aminolipidos.
- Reactivo Phospray (Supelco) para fosfolipidos.
- Anisaldehido en acido sulfurico y acético (1:50:2, v/v/v) para la deteccién de azucares
(color verde), terpenos y acidos grasos (color purpura).
- o-Naftol al 2,3% (p/v) en una mezcla de etanol agua y acido sulfurico para detectar
glucolipidos.

- Reactivo de Periodato-Schiff para la deteccion de glicerolipidos.

Los revelados con ninhidrina y Phospray son compatibles, de manera que se hicieron

consecutivamente sobre la misma placa.

La determinacion de lipidos polares se llevé a cabo en colaboracion con el Centre de Recerca
en Metabolisme (CEREMET) del Departament de Bioquimica i Biologia Molecular, Facultat

de Biologia, Universitat de Barcelona.

13. CARACTERIZACION FENOTIPICA

13.1. Morfologia

La morfologia celular se determiné mediante tincion de Gram (Reddy y col., 2007) y
también se llevaron a cabo tinciones negativas y técnicas

criofijaciéon y criosustitucion para su observacion en el microscopio electronico de

transmision Tecnai Spirit (FEI Company) a 120 kV.
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13.2. Motilidad
La motilidad se
determin6d mediante el test de la gota pendiente y microscopia de contraste de fases (Reddy y

col., 2007).

13.3. Produccion de pigmentos
La produccion de pigmentos

se estudié sembrandolas en medio King B (King y col. 1954). Tras
una incubacion de 8 dias a 32 °C se examind la presencia de pigmentos mediante la

observacion de las placas bajo luz ultravioleta.

13.4. Pruebas bioquimicas
Las actividades oxidasa, catalasa, ureasa, la reduccion de nitratos y la hidrélisis de caseina,
lecitina, gelatina, DNA, glucégeno y Tween 80 se determinaron de acuerdo a Barrow &

Feltham (1993).

La produccion de acido a partir de carbohidratos, la produccion de enzimas y caracteristicas
adicionales se determinaron mediante las tiras de pruebas bioquimicas API 50 CH, API ZYM
y API 20 NE (Biomérieux) y las microplacas Biolog GENIII (Biolog) de acuerdo a las

instrucciones de los fabricantes.

14. OBTENCION DEL EPS
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15. CARACTERIZACION QUIMICA DEL EPS

15.1. Determinacion de carbohidratos totales
La determinacién de carbohidratos totales se llevo a cabo por el método colorimétrico del

fenol-sulftrico descrito por Dubois y col. (1956).

15.2. Analisis de azicares neutros

Con el fin de analizar su composicion de azucares neutros, el EPS se hidrolizé con 1% H,SO4
a 111 °C durante 0,5 h en un termobloque SBH200D (Stuart). El hidrolizado se utilizé para
identificar y cuantificar los monosacaridos constituyentes mediante HPLC utilizando las
columnas Aminex HPLC para andlisis de carbohidratos HPX-87P (300 x 7,8 mm) y HPX-
87C (300 x 7,8 mm) (BioRad). Como eluyente se utilizé agua miliQ a 85 °C a un flujo de 0,6
ml'min™, y la deteccion se realizo con un detector de indice de refraccion Waters 2414
(Waters). Se utilizaron 15 azlcares y aminoaziicares como patrones para la identificacion y
cuantificacion de los monosacaridos constituyentes del EPS La
determinacion se realizd en colaboracion con los Centros Cientificos y Tecnologicos de la

Universidad de Barcelona (CCiTUB).

15.3. Analisis elemental
La composicion elemental del EPS fue analizada utilizando un analizador elemental organico
Thermo EA 1108 (Thermo Scientific), trabajando en las condiciones estandares

recomendadas por el proveedor del instrumento (flujo de helio a 120 ml-min™', horno de
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combustion a 1.000 °C, horno de la columna cromatografica a 60 °C, bucle de oxigeno 10 ml
a 157 kPa). La determinacion se realizd en colaboracion con los Centros Cientificos y

Tecnologicos de la Universidad de Barcelona (CCiTUB).

15.4. Determinacion del Peso Molecular

El peso molecular (M;) del EPS fue determinado por Cromatografia de Exclusion por Tamafio
(Size Exclusion Chromatography, SEC) en un equipo de HPLC Waters 2695 equipado con
una columna Ultrahydrogel 500 (7,8 x 300 mm; Waters) y un detector de indice de refraccion
diferencial (Waters 2414). Se utiliz6 NaNOs 0,1 M a temperatura ambiente como eluyente
con un flujo de 0,5 ml'min”. Se utilizaron patrones de dextrano (Sigma-Aldrich) de M, de
entre 8,8 x 10° y 2 x 10° Da para calibrar la columna para la estimacion del M,. La
determinacion se realizd en colaboracion con los Centros Cientificos y Tecnologicos de la

Universidad de Barcelona (CCiTUB).

15.5. Espectroscopia de Infrarrojo Transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros de Espectroscopia de Infrarrojo Transformada de Fourier (FT-IR) del EPS
fueron adquiridos con un microscopio FT-IR Thermo IN1OMX (Thermo Scientific),
utilizando un detector MCT enfriado con nitrogeno liquido. Todos los espectros fueron
obtenidos en el modo de transmision utilizando una célula de compresion de diamante
Thermo (Thermo Scientific) en un 4rea de 100 pm x 100 pm, con una resoluciéon de 4 cm™ y
64 escaneres. La determinacion se realizd en colaboracion con los Centros Cientificos y

Tecnologicos de la Universidad de Barcelona (CCiTUB).

15.6. Resonancia Magnética Nuclear de Proton ("H-RMN)
Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Proton ('H-RMN) del EPS

se obtuvieron en D20 99,96% (Euriso-top) a 25 °C usando un
espectrometro Varian VNMRS500 (500 MHz, Varian Ltd.). La determinacion se realizd en
colaboracion con los Centros Cientificos y Tecnoldgicos de la Universidad de Barcelona

(CCiTUB).
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15.7. Determinacion de acidos urénicos
La determinacion del contenido total de acidos uroénicos del EPS se realizd por el método

meta-hidroxidifenil (Blumenkrantz & Asboe, 1973).

La presencia de acido galacturénico y glucuronico en el EPS se analiz6 mediante HPLC. En
primer lugar, se hidrolizé el EPS con 1% H,SO4 a 111 °C durante 30 min en un termobloque
SBH200D (Stuart). A continuacién se analizd6 la presencia de acidos urdnicos en el
hidrolizado utilizando la columna Aminex para analisis de acidos organicos (300 x 7,8 mm;
BioRad) acoplada a un detector JASCO UV-1750 Intelligent UV/VIJ Detector (JASCO). Se
empled H,SO4 10 mM a temperatura ambiente como eluyente a un flujo de 0,6 ml-min™.
Como patrones para la identificacion de los acidos uronicos del EPS se utilizaron acido
glucuronico y acido galacturdnico (Fluka). Esta determinacion se realizé en colaboracion con

los Centros Cientificos y Tecnologicos de la Universidad de Barcelona (CCiTUB).

15.8. Determinacion de proteinas totales
La determinacion de proteinas totales del EPS se realizo segun el método Bradford (Bradford,

1976) con el kit BioRad Protein Assay (BioRad).

15.9. Analisis de aminoacidos

Tras hidrolizar el EPS con HCl 6 M a 110 °C durante 24 h en el termobloque SBH200D
(Stuart), el hidrolizado fue utilizado para identificar y cuantificar los aminoacidos
constituyentes con un analizador de aminoacidos Biochrom 30 (Biochrom) equipado con una
columna de intercambio cationico (200 x 4 mm) y derivatizacion post-columna con ninhidrina,
segun el método descrito por Spackman y col. (1958). Como eluyentes se utilizaron diferentes
tampones de citrato de litio de fuerza idnica creciente y pH (Biochrom) a temperaturas de
entre 34 °C y 80 °C. La deteccion de aminodcidos se llevd a cabo con un detector UV a 440
nmy 570 nm y como patrones se utilizaron 17 aminoacidos comerciales. La determinacion se
realizd en colaboracion con los Centros Cientificos y Tecnologicos de la Universidad de
Barcelona (CCiTUB).
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15.10. Determinacion del contenido de DNA

Para determinar la concentracion de DNA presente en el EPS se
prepard una solucion de éste al 0,06 % en agua destilada y se midi6 su absorbancia a A=260
nm con el espectrofotometro UV-1800 (Shimadzu). Para cuantificar la concentracion de DNA

se utiliz6 la relacion: 1 unidad Absaep = 50 pg dsDNA- ml ™.

16. METODOS DE CUANTIFICACION DEL EPS

Para cuantificar la produccion del EPS se tomaron 50 ml de cultivo
y se centrifugaron a 40.000g, 30 min, a 4 °C para sedimentar las células. A continuacion se
alicuotaron 10 ml de los sobrenadantes en tubos para centrifuga Amicon 10K con membranas
de didmetro de poro de 10 kDa (Millipore) y se centrifugaron en la centrifuga Beckman
Avanti J-20 XPI rotor basculante JS-7,5 a 4.000g, 15 min, 10 °C. Seguidamente se descarto el
filtrado mientras que el volumen de muestra no filtrado se lavo con agua destilada estéril en
una proporcion 1:10 para eliminar las sales y glucosa remanentes en el medio de cultivo. Esta
operacion se repitio cinco veces y se comprobd mediante tiras indicadoras de glucosa Medi-
Test Glucose (Machery-Nagel) que no quedaban restos de glucosa en el filtrado. El volumen
de muestra no filtrada se llevé a un volumen final de 1,5 ml con agua destilada estéril y se
procedid a su cuantificacion mediante dos métodos distintos: la determinacion del peso seco y
la cuantificacion de carbohidratos totales como medida indirecta de la cantidad de EPS

producido.

16.1. Determinacién del peso seco del EPS

El volumen no filtrado de los sobrenadantes de los cultivos se trasladé a un recipiente de
vidrio de peso conocido adecuado para la determinacion de peso seco y se almacend a 100 °C
hasta llegar a peso constante. El peso del EPS se determind por la diferencia de pesos del
recipiente de vidrio antes y después de afiadir la muestra, utilizando la microbalanza BP 61

(Sartorius).
16.2. Cuantificacion de los carbohidratos totales del EPS

Para cuantificar los carbohidratos totales del EPS del sobrenadante de los cultivos se utilizo el

método colorimétrico del fenol-sulfurico (Dubois y col. 1956).
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17. CARACTERIZACION

17.1. Analisis

17.2. Reologia

17.3. Potencial

18. MUTAGENESIS PARA LA OBTENCION DE CEPAS NO
PRODUCTORAS DE EPS

18.1. Mutagénesis por luz ultravioleta

Para llevar a cabo la mutagénesis al azar mediante luz ultravioleta (UV), se hizo una

suspension de en Ringer de turbidez 1 de la escala McFarland. Esta

suspension se depositod en una placa de Petri de vidrio estéril y se irradié con luz UV durante
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10 s, tiempo tras el cual se sembraron alicuotas de 50 pl en TSA. Mediante la mutagénesis de

la cepa por luz UV se obtuvieron varias colonias no mucosas, de las
cuales se selecciond una, denominada , para realizar tinciones de capsula y comprobar su
fenotipo.

18.2. Mutagénesis por transposicion

La mutagénesis por transposicion de se realizd empleando el kit EZ-
TnS™ <KAN-2> Tnp Transposome (Epicentre Biotechnologies) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Las células electrocompetentes transformadas con el transposon
TnS acoplado con el enzima transposasa, se sembraron en placas de TSA suplementadas con
kanamicina (20 pg-ml"). La mutagénesis de la cepa con el transposon
Tn5 produjo diversas colonias de apariencia no mucosa y se selecciond una para comprobar

su fenotipo, denominada

18.3. Tinciones de capsula para comprobacion de mutantes

Para confirmar que las colonias mutantes no producian EPS en
primer lugar se realiz6 la tincion de capsula de Anthony (Anthony, 1931). Para llevarla a cabo
se partié de una suspension de la cepa salvaje y de las cepas mutantes en BSA 30
mg-ml”. Se depositaron unas gotas de cada una de ellas sobre un portaobjetos y las
preparaciones se dejaron secar al aire. Seguidamente, se tifieron con solucion de cristal violeta
1% (p/v) durante 2 min y se lavaron con solucidon de sulfato de cobre 20% (p/v) antes de su
observacion en el microscopio optico Leica DM1000 (Leica Mycrosystems). Posteriormente
se realizé una tincion con tetradxido de rutenio tanto de la cepa salvaje como de las mutantes
no productoras de EPS segln el protocolo descrito en el apartado 6.4. de Materiales y

Métodos para su observacion en el microscopio electronico.

19. METODOS DE MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS

19.1. Extraccion de DNA gendémico

La extracciéon del DNA genoémico de los microorganismos utilizados en el estudio de la
produccion de DMS se realizé de acuerdo a las instrucciones del kit Wizard Genomic DNA
purification (Promega) para la extraccion de DNA genoémico de bacterias Gram negativas, y

con las soluciones Nuclei Lysis, RNAsa y Protein Precipitacion proporcionadas en él.
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19.2. Amplificacion de DNA

Para sintetizar DNA in vitro se utilizo la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR, Mullis y col., 1986). Las reacciones de amplificacion se realizaron con la polimerasa
termoestable incluida en el reactivo MyFi'™ Mix (Bioline). Las reacciones de amplificacion
se llevaron a cabo en un termociclador TC-512 (Techne). Asimismo, la mezcla tipica de las

reacciones de PCR se especifica en la Tabla 7.

Tabla 7. Mezcla tipica de las reacciones de PCR.

Mezcla de reaccion
MyFi mix 25 ul
DNA molde X ul
Cebador 1 (20 pM) 1 ul
Cebador 2 (20 uM) 1 ul
Agua destilada estéril | hasta 50 pl

El programa de amplificacion que se utilizdo de forma rutinaria se muestra en la Tabla 8. La
temperatura de hibridacion que se eligié en cada caso dependié de la temperatura de fusion
(Twm) de los cebadores.

Tabla 8. Programa de reaccion de PCR.

Reaccion de PCR
1 ciclo 95 °C durante 5 min
x 35 ciclos 95 °C durante 30 s
Temperatura de hibridacion (°C) durante 1 min
72 °C durante 1 min 30 s
x 1 ciclo 72 °C durante 5 min
Mantenimiento | 10 °C oo

19.3. Purificacion de fragmentos de DNA

La purificacion de fragmentos de DNA procedentes de las reacciones de PCR se realizaron
segun las instrucciones del kit High pure PCR product purification (Roche Applied Science) y
con los tampones Binding Buffer y Wash Buffer suministrados en ¢l. Sin embargo, la

purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa se llevd a cabo utilizando el
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kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen) con los tampones QG y PE proporcionados por el

mismo.

19.4. Extracciéon de DNA plasmidico

19.4.1. Mini-preparaciones de DNA plasmidico mediante lisis alcalina y purificacion
fenol:cloroformo

Este método de extraccion plasmidica se utilizd para obtener DNA plasmidico a pequefia

escala (< 5 pg) y proporciond DNA de pureza suficiente para ser utilizado en las digestiones

con enzimas de restriccion, PCR y transformaciones.

El procedimiento que se utilizo esta basado en el método de lisis alcalina de Birnboim y Doly
(1979), seguida de purificacion con fenol:cloroformo y elucion del DNA plasmidico. Para
llevarla a cabo se siguieron las instrucciones del kit Qiagen Plasmid Midi (Qiagen) utilizando

los tampones P1, P2 y P3 incluidos en él.

19.4.2. Midi-preparaciones de DNA plasmidico utilizando columnas Qiagen

La extraccion de DNA plasmidico utilizando columnas Qiagen se realizdo cuando se
necesitaban grandes cantidades de DNA plasmidico de cepas de E.coli (>5 pg) de alta pureza
para secuenciacion esencialmente. Este procedimiento también esta basado en el método de
lisis alcalina de Birnboin y Doly (1979) y comprende tres pasos: lisis alcalina, purificacion
por columna Qiagen y precipitacion del DNA plasmidico. Con este procedimiento se obtenia
rutinariamente un rendimiento de >70 pg de DNA plasmidico libre de RNA y proteinas. Los
tampones P1, P2, P3, QBT, QC y QF fueron proporcionados en el kit Qiagen Plasmid Midi

kit (Qiagen) y se utilizaron siguiendo las instrucciones del fabricante.

19.5. SECUENCIACION DE DNA
19.5.1. Secuenciacion de DNA plasmidico
La secuenciacion de DNA plasmidico fue llevada a cabo por la empresa Eurofins Genomics

(Alemania) mediante el método de terminacion de cadena didesoxi (Sanger y Coulson, 1975).
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19.5.2. Secuenciacion del genoma

El DNA gendémico de elevado peso molecular se extrajo con los kits
Qiagen genomic tip 100/G y Qiagen buffer set (Qiagen). El DNA gendémico se fragmento
utilizando los reactivos Ion Shear'™ y después se realizo la reaccion de ligacion con
adaptadores Ion, tal y como se describe en el manual Ion Xpress' ™ Plus gDNA Fragmentation
Library Preparation (Life Technologies). Se prepar6 una libreria de 400 pb mediante la
seleccion de fragmentos de tamafio de entre 450-500 pb a partir de un gel de agarosa 2% (p/v).
Las particulas Ion Sphere (ISPs) se marcaron utilizando el equipo Ion OneTouch™ 2 con el
kit Ton PGM™ Template OT2 400 y se enriquecieron utilizando Ton OneTouch™ ES. La

secuenciacion se llevé a cabo en un secuenciador Ton PGM™, un chip Ton 316™

v2 y el kit
Ton PGM™ 400. El archivo fastq generado con las secuencias resultantes se ajusté utilizando
Galaxy (https://usegalaxy.org). Los extremos de las secuencias se recortaron para eliminar
todas las bases con puntuaciones de calidad inferiores a 50, asi como también se recortaron
todas las bases ambiguas de cada extremo. Las secuencias restantes se ensamblaron utilizando

el programa Lasergene (DNASTAR) con las opciones de ensamblaje por defecto.

La secuenciacion del genoma fue llevada a cabo por el Dr.

Andrew Lang (Memorial University of Newfoundland, St. John’s, NF, Canada).

20. TRATAMIENTOS ENZIMATICOS

20.1. Digestion con enzimas de restriccion

Las digestiones de DNA se llevaron a cabo con los enzimas de restriccion y tampones (Roche
Applied Science) adecuados para cada caso siguiendo las especificaciones del fabricante.
Rutinariamente, se digiri6 1 pg de DNA plasmidico en una reacciéon con tampon de
restriccion 1x y ~10 unidades de enzima de restriccion en una reaccion con un volumen final
de 20 pl con dH,0. En el caso de las digestiones dobles se utilizé un tampdon adecuado para

los dos enzimas de restriccion.

20.2. Desfosforilacion de vectores linearizados
Los vectores digeridos y linearizados se desfosforilaron previamente a su uso en las
reacciones de ligacion, utilizando el enzima rAPid fosfatasa alcalina (Roche Applied Science)

y el tampoén proporcionado por la casa comercial siguiendo sus instrucciones.

62



Materiales y Métodos

20.3. Ligacion de fragmentos de DNA
Los productos de PCR purificados y digeridos se ligaron en los vectores digeridos y
desfosforilados correspondientes usando el kit T4 ligase (Roche Applied Science) segun sus

instrucciones en una relaciéon molar vector:inserto de 1:1, 1:3y 1:7.

21. SISTEMAS DE TRANSFERENCIA DE MATERIAL GENETICO

21.1. Transformacion

E.coli se incubo en LB a 37 °C hasta alcanzar una DOgpo= 0,3-0,4. Llegado este punto, el
cultivo se centrifugd a 6.000 rpm, 10 min, 4 °C en la centrifuga 5804R (Eppendorf), y los
pellets se resuspendieron en 10 ml CaCl, 0,1 M. La suspension se mantuvo en hielo durante
30 min y se centrifugd nuevamente a 6.000 rpm, 10 min, 4 °C. El pellet se resuspendié en 2
ml CaCl, 0,1 M y se prepararon alicuotas de 100 pl de células competentes. A cada una de
ellas se le afiadio 10 pl del DNA a transformar y se dejaron en hielo durante 1 h. Tras este
tiempo se sometié a las células a un choque térmico en un bafio a 42 °C durante 3 min y se
volvieron a poner en hielo durante 2 min. Inmediatamente se afiadieron a las células 500 ul de
LB y se incubaron a 37 °C durante 1 h. Finalmente, los cultivos se centrifugaron a 12.000 rpm
durante 3 min en la centrifuga 5415D (Eppendorf) y se descart6 el sobrenadante. Las células
se resuspendieron en el sobrenadante residual y se sembraron en placas de LB suplementadas

con los antibidticos correspondientes.

21.2. Electroporaciéon

se cultivo en LB a 28 °C hasta alcanzar una DOgop= 0,3-0,4. En ese
momento el cultivo se centrifugd a 6.000 rpm, 10 min, 4 °C. Los pellets se lavaron dos veces
con 5 ml de agua destilada estéril fria y el pellet del ultimo lavado se resuspendi6é con 100 pl
de glicerol 10% frio. Seguidamente, la suspension se centrifug6 a 12.000 rpm, 3 min y el
pellet se resuspendi6 en 40 pl de glicerol 10% frio. A las células se les anadieron 5 pl del
DNA a electroporar y se mantuvieron en hielo durante 1 h. La electroporacion se realizd con
el electroporador MicroPulser™ (BioRad) y tras ella las células se resuspendieron en 1 ml de
LB y fueron incubadas a 28 °C durante 2 h. Finalmente, los cultivos se centrifugaron a 12.000
rpm durante 3 min y se descartd el sobrenadante. Las células se resuspendieron en el
sobrenadante residual y se sembraron en placas de LB suplementadas con los antibidticos

correspondientes.
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21.3. Conjugacion triparental

Los césmidos y los plasmidos se transfirieron de la cepa donadora a la cepa receptora
mediante conjugacion triparental utilizando los métodos de la conjugacion triparental en
soporte de filtro o filter cross (Beringer y Hopwood, 1976) o de la conjugacion triparental por
estria cruzada o patch cross (Johnston y col., 1978). En ambos casos se utilizO como cepa
movilizadora o helper E.coli 803 con el plasmido helper pRK2013 (Figurski y Helinski,
1979).

21.3.1. Conjugacion triparental en soporte de filtro o filter cross

Las cepas donadora, helper y receptora utilizadas en la conjugacion triparental se cultivaron
en los medios y temperaturas adecuadas indicadas en el apartado 3 de Materiales y Métodos.
Para realizar la conjugacion triparental se tom6 1 ml del cultivo de la cepa donadora, se
centrifugd a 12.000 rpm, 3 min y el pellet se lavo tres veces con LB para eliminar los restos
de antibioticos del medio de cultivo. Al pellet del ultimo lavado se le afiadieron 0,5 ml del
cultivo de la cepa helper y 1 ml del cultivo de la cepa receptora. La mezcla se centrifugd a
12.000 rpm, 3 min y se descarto el sobrenadante. El pellet se resuspendié con el volumen de
sobrenadante residual y éste se transfirid a un filtro estéril de nitrocelulosa de 47 mm de
diametro (Whatman) que se deposité en una placa del medio rico correspondiente (LB o TY).
Tras una incubacion o/n a 28 °C, el filtro se lavo con 1 ml glicerol 50%, se hicieron las
diluciones seriadas apropiadas y se sembraron en placas de LB o TY suplementadas con los

antibioticos adecuados.

21.3.2. Conjugacion triparental por estria cruzada o patch cross

Para llevar a cabo las conjugaciones triparentales via patch cross se mezclaron varias asas de
Kolle con biomasa de la cepa donadora, helper y receptora en un placa del medio rico
correspondiente (LB o TY). Esta placa se incub6 o/n a 28 °C antes de que la mezcla se estriara

en LB o TY suplementado con los antibioticos adecuados.

22.DETECCION E IDENTIFICACION DE COMPUESTOS ORGANICOS
VOLATILES DE AZUFRE (VOSCs) Y DIMETILSULFOXIDO (DMSO)
Las cepas se cultivaron en TSA

inclinado en viales de cromatografia de gases para muestreo de cabeza gaseosa (vapor
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sobrenadante o headspace) de 20 ml (Chromlab) durante 72 h a 15 °C. Los VOSCs
producidos se analizaron mediante microextraccion en fase solida (Solid-phase
microextraction, SPME) utilizando una fibra de carboxeno/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS,
Supelco) acoplada a un cromatdgrafo de gases — espectrometro de masas (GC-MS) Trace GC
Ultra + DSQIIL, Thermo Scientific y una columna capilar de 1,8 pm DB-624 (60 m x 0,32 mm,
Agilent Technologies).

23. CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION DE DIMETILSULFURO (DMS) Y
METANOTIOL (MeSH)
Para medir la producciéon de DMS y MeSH en Pseudomonas spp., R.leguminosarum,
B.diazoefficiens USDA 110, se hizo un cultivo o/n de cada cepa, y de una semana para
Cyanothece sp. ATCC 51142, en su medio minimo adecuado, el cual contenia 0 no DMSP 5
mM; MeSH 0,5 mM; MMPA 2 mM o metionina 5 mM segun las necesidades. Los cultivos de
Pseudomonas spp., R.leguminosarum y B.diazoefficiens USDA 110 se ajustaron a una DOggo=
0,3 y las células se diluyeron 1/10 en 300 pl del mismo medio minimo suplementado con los
aditivos mencionados anteriormente ¢ incubados en viales a 28 °C durante 48 h antes de
ensayar la producciéon de DMS y MeSH. En el caso de Cyanothece sp. ATCC 51142, se
centrifugaron 300 pl de cultivo y se resuspendieron en el mismo volumen de medio fresco en
viales sellados de 2 ml, los cuales fueron incubados o/n a 26 °C como se menciona
anteriormente, antes de ser ensayados para cuantificar la produccion de DMS y MeSH.
Finalmente, las cepas de E.huxleyi se cultivaron como se detalla en el apartado 3 de
Materiales y Métodos y la produccion de DMS en el headspace de los viales se monitorizo
durante 2 semanas. Aquellas cepas de E.huxleyi que produjeron niveles detectables de DMS

se incluyen en la Tabla 24.

Las cepas de E.coli BL21 que contenian los diferentes genes clonados, se cultivaron en
LB a 37 °C hasta alcanzar una DOg=0,8. Las células se diluyeron 1/10 en 300 pl de medio
M9 con IPTG 100 uM y MeSH 0,5 mM en viales de 1,5 ml Los viales se incubaron a 28 °C

durante 18 h antes de cuantificar la produccion de DMS y MeSH.

La produccion de DMS y MeSH en el headspace de los viales se cuantifico6 mediante

cromatografia de gases utilizando un detector fotométrico de llama 7890A GC con una
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columna capilar HP-INNOWax 30 m x 0,32 mm (Agilent Technologies) y utilizando una
recta de calibracion de ocho puntos con estandares de DMS y MeSH. El contenido proteico se
determind mediante el método de Bradford con el kit BioRad Protein Assay (BioRad) y las

tasas de produccion de DMS y MeSH se expresaron como pmol-mg proteina™ min™.

24. PRODUCCION Y CONSUMO DE DMSP

se cultivé en medio M9 en presencia y ausencia de DMSP 1 mM
durante 24 h a 28 °C. Transcurrido este tiempo, el cultivo se centrifugd y se analizé la
cantidad de DMSP en el sobrenadante de los cultivos respecto a los controles del medio
mediante su conversidon a DMS por adicion de NaOH a las muestras contenidas en viales de
cromatografia de gases de 2 ml (12 x 32 mm, Alltech Associates). El DMS formado a partir
del DMSP remanente en los sobrenadantes se cuantificO mediante cromatografia de gases

segun el apartado 23 de Materiales y métodos.

25. CONSTRUCCION DE LA LIBRERIA GENOMICA

25.1. Preparacion del vector pLAFR3

Para construir la libreria genémica se prepar6 el cosmido pLAFR3
utilizando el kit Qiagen midiprep (Qiagen). Se digirieron 25 ng de pPLAFR3 en un volumen
final de 250 pl con 5 pl de EcoRI (Roche Applied Science) durante 4 h a 37 °C. A
continuacion el cosmido pLAFR3 se corrio en un gel de agarosa para comprobar que estaba
totalmente digerido. Una vez comprobado, se hizo una extraccion fenol:cloroformo y
precipitaciéon con etanol del coésmido digerido. La desfosforilacion del mismo se realizod
utilizando rAPid fosfatasa alcalina (Roche Applied Science) y una incubacion o/n a 37 °C. Se
repitid6 de nuevo la extraccion con fenol:cloroformo dos veces y se volvio a precipitar el
cosmido digerido y desfosforilado con etanol. Finalmente, el cosmido se resupendio en 50 pl
de agua destilada estéril. El vector pLAFR3 se religd y con ¢l se transformaron células
competentes de E.coli 803 y no se obtuvieron transformantes en las placas de LB con

tetraciclina, lo cual indico que era apto para la ligacion con los fragmentos de DNA gendmico
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25.2. Preparacion del DNA genémico

Para la extraccion del DNA gendmico se utilizaron los kits Qiagen
genomic tip 100/G y Qiagen buffer set (Qiagen). A continuacion se digirieron alicuotas de 30
pl de DNA genoémico con 5 pl de la dilucién 1:10 de EcoRI (Roche Applied Science) en
reacciones con un volumen final de 100 pl. Se tomaron alicuotas de 10 pl a diferentes tiempos
y se transfirieron a eppendorfs con 5 ul de tampdn de carga y acto seguido se congelaron con
N> liquido para parar la reaccion. Las alicuotas de los diferentes tiempos se corrieron en un
gel de agarosa para comprobar que el DNA gendémico habia sido digerido y determinar cual

era el tiempo de digestion necesario para obtener fragmentos de entre 25 y 30 kb.

Posteriormente, se repitio la reaccion de digestion con 10 pg de DNA gendémico y un volumen
final de 100 pl durante el tiempo de incubacion seleccionado, tras el cual se afiadi6 a la
muestra 200 ul de etanol 100 % y 10 pl de acetato de sodio 3 M (pH 4,8) y se congel6 en N,
liquido para parar la reaccion. Después se descongeld la muestra, se precipitd el DNA con el

etanol y se resuspendi6 en agua destilada estéril.

25.3. Reaccion de ligacion
La reaccion de ligacion se realizé utilizando 2,5 pg de DNA gendmico

digerido y 1 pg de pLAFR3 digerido y desfosforilado en una reaccion con un volumen
final de 40 pl utilizando el enzima T4 ligasa (Promega). Tras un periodo o/n a 4 °C, la ligacion

se precipitd con etanol 100% y posteriormente se resuspendié en agua destilada estéril.

25.4. Empaquetamiento
El empaquetamiento del cosmido con el DNA gendémico ligado y la infeccion de E.coli 803 se
llevé a cabo utilizando el kit Gigapack III XL Packaging mix (Stratagene) siguiendo las

instrucciones especificadas por el fabricante.

25.5. Amplificacién y conservacion de la libreria genémica

La libreria se amplificd mediante la infeccion repetida de la cepa E.coli 803 con la mezcla de
empaquetamiento adecuada. Una vez se completo la amplificacion se afiadié 1 ml de LB a las
placas con los transfectantes para recoger la biomasa y se hicieron varias alicuotas para su

congelacion a -80 °C combinandolas con un 25% de glicerol.
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25.6. Comprobacion de la libreria genémica

Para comprobar que los clones de la libreria genémica eran correctos se seleccionaron diez
clones a los que se les hizo una extraccion de DNA plasmidico segin se describe en el
apartado 19.4.1. de Materiales y Métodos. El DNA plasmidico se digirid6 con ECORI (enzima
con el que se digirié el vector pLARF3 y el DNA gendémico ) para
comprobar que todos los vectores tenian un inserto de entre 25 y 30 kb y con BamHI (Roche
Applied Science) para comprobar que habia diversidad entre los fragmentos de DNA
gendomico clonados y por tanto, que el genoma estaba bien

representado en la libreria.

La construccion de la libreria genémica se realizd en colaboracion
con el Dr. Andrew Curson (School of Biological Sciences, University of East Anglia,

Norwich, Reino Unido).

26. MUTAGENESIS DEL GEN

26.1. Mutagénesis del cosmido pB102219

El cosmido pBIO2219, el cual contiene el gen y la region adyacente de DNA gendémico
de , se mutagenizd con el transposon TnblacZ. El Tn5lacZ es un
derivado de Tn5 que contiene el gen reportero lacZ y que se utiliza para crear mutaciones por
insercion al azar. Para llevar a cabo la mutagénesis de pBIO2219, éste se transformo en E.coli
A118, la cual contiene una copia cromosdmica de Tn5lacZ, y la transformacion se sembr6 en
placas de LB suplementado con kanamicina (20 pg-ml™) y tetraciclina (5 ug-ml™). Los
transformantes de E.coli A118 que contenian pBI02219 se utilizaron como cepa donadora en
una conjugacion triparental via filter cross con R.leguminosarum J391 como cepa receptora y
E.coli 803 con pRK2013 como cepa helper. Sembrando las conjugaciones en placas selectivas
de TY con estreptomicina (400 pg-ml™), kanamicina (20 ug-ml™) y tetraciclina (5 pg-ml™),
fue posible aislar transconjugantes de R.leguminosarum que contenian pBIO2219 con el
Tn5lacZ insertado en diferentes posiciones al azar. Los transconjugantes se inocularon en 300
pl de medio Y suplementado con MeSH 0,5 mM y se analizé cuales de ellos habian perdido
la capacidad de producir DMS. La inserciéon de Tn5lacZ en pBI02220 fue localizada de

manera precisa en el gen por secuenciacion utilizando el primer lacZ (Tabla 6).
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26.2. Intercambio de marcadores
El cosmido pBI02220 se electropord en J564 y ::Tn5lacZ se
introdujo su genoma mediante intercambio de marcadores conjugando el plasmido del grupo
de incompatibilidad P1 pPH1JI (gm®) para eliminar el cosmido basado en pLAFR, tal y como
describieron Downie y col. (1983). Para introducir el plasmido auto-transmisible pPH1JI en
J564 se hizo un patch cross en el que la cepa de E.coli 803 con pH1JI
actiio como cepa donadora y J564 con pBI02220 como cepa receptora.
Los transconjugantes de J564 " (J566) se seleccionaron por su
resistencia a gentamicina (5 ug-ml™), kanamicina (20 ug-ml™") y sensibilidad a tetraciclina y

se confirmaron por PCR y Southern blot.

27. MUTAGENESIS DEL GEN megL

Para la mutagénesis dirigida del gen metionina gamma liasa (megL) en

se clond un fragmento interno de 0,5 kb del mismo en el plasmido suicida pBIO1879, dando
lugar a pBI0O2221 (Tablas 5 y 6). Este se electropord en J564
(rifampicina®) y los clones recombinantes se seleccionaron sembrandolos en LB
suplementado con espectinomicina (800 pug-ml™) y kanamicina (20 pug-ml™). La mutacién por
insercion en el DNA gendémico en megL™ (J565) se confirmo

mediante PCR.

28. SOUTHERN BLOT

28.1. Marcaje de la sonda

Tanto el marcaje de la sonda como el protocolo de Southern blot se realizaron utilizando el kit
DIG High Prime Labelling and Detection Starter (Roche Applied Science) siguiendo las

instrucciones del fabricante y las soluciones proporcionadas en él.

Como sonda se utilizo el producto de PCR purificado del gen . Para el marcaje de la
sonda, se tom¢ una alicuota de 16 pl del producto de PCR purificado y se incubo a 110 °C
durante 10 min para desnaturalizar el DNA, seguido de un enfriamiento rapido en hielo para
evitar su renaturalizacion. Entonces se afiadieron 4 pl de DIG High prime, y se incubd o/n a
37 °C para obtener un marcaje eficiente de la sonda con digoxigenina. Tras la incubacion, la

sonda se guardo a -20 °C hasta su utilizacion.
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28.2. Preparacion del DNA genémico
En primer lugar, se digirié el DNA genémico salvaje y del mutante
" (J566) con el enzima de restriccion ECORI (Roche Applied Science), tras lo cual las
digestiones se corrieron en un gel de agarosa y éste fue fotografiado junto a una regla para
permitir la identificacion de las bandas de DNA después del marcaje. Posteriormente, el gel
se lavo en agua destilada durante 30 s, se sumergio en HCI 0,2 M durante 15 min para
despurinizar el DNA y se volvi6 a lavar con agua destilada durante 30 s. A continuacion el gel
se sumergido en una solucion de NaOH 0,5 M y NaCl 1,5 M durante 30 min para
desnaturalizar el DNA y posteriormente se lavo con agua destilada durante 30 s. Tras esto, el
gel se sumergié en solucion Tris-HCI 1 M (pH 8), NaCl 1,5 M durante 20 min para

neutralizarlo y finalmente se lavo con agua destilada.

28.3. Transferencia del DNA

El DNA del gel de agarosa se transfiri6 a una membrana de nylon (Hybond-N", Amersham)
por capilaridad ascendente tal y como se describe en Sambrock y col. (1989), utilizando como
tampon de transferencia el tampon SSC 10x (NaCl 1,5 M, citrato trisédico 150 mM, pH 7).
Después de la transferencia o/n del DNA, la membrana de nylon se lavo durante 30 s con
tampén SSC 2x y se dejo secar al aire. Posteriormente, el DNA se fijo a la membrana de

nylon utilizando un equipo UV Stratalinker 2400 (Stratagene).

28.4. Hibridacion de la sonda

La membrana de nylon se introdujo en una bolsa de hibridacion (Amersham Biosciences) a la
que se afiadieron 20 ml de solucion DIG Easy Hyb pre-calentada a 42 °C antes de sellarla.
Esta bolsa se incubd 30 min a 42 °C en agitacion. Paralelamente, se desnaturaliz6 la sonda a
110 °C durante 10 min y se afiadié inmediatamente a una alicuota de 10 ml de solucion DIG
Easy Hyb. Una vez hecho esto, se abri6 la bolsa de hibridacion, se descartaron los 20 ml de
DIG Easy Hyb y se afiadieron los 10 ml de DIG Easy Hyb con la sonda. A continuacion, la

bolsa de hibridacion se sellé nuevamente y se incubd a 42 °C o/n en agitacion.
Después de la hibridacion, el filtro se lavo dos veces durante 5 min con una solucién SSC 2x

y SDS 0,1% (p/v) a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron dos lavados de 15

min con una solucion SSC 0,1x y SDS 0,1% (p/v) a 68 °C.
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28.5. Deteccion

La membrana de nylon se lavo durante 30 s en tampdn de lavado (acido maleico 0,1 M, NaCl
0,15 M, pH 7,5, Tween 20 0,3% (v/v)) y se incubd a temperatura ambiente durante 30 min
con tampén de bloqueo (Dilucion 1:10 de la solucion Blocking Solution del kit en acido
maleico 0,1 M y NaCl 0,15 M, pH 7,5). Transcurrido este tiempo, el tampon de bloqueo se
sustituyd por 20 ml de tampon de bloqueo fresco con 4 pl de anticuerpo DIG-Ap. La
membrana se incubd durante 30 min a temperatura ambiente con esta solucion y
posteriormente se lavd dos veces con tampon de lavado durante 15 min a temperatura
ambiente. A continuacion se hizo un lavado de 5 min con tampén de deteccion (Tris-HCI
0,1M, NaCl 0,1 M, pH 9,5), tras el cual la membrana se incub6 con solucion de sustrato de
color (200 ul de NBT/BCIP en 10 ml de tampoén de deteccion) en oscuridad hasta la aparicion

de bandas. La reaccion se paro6 afiadiendo dH,O a la membrana de nylon.

29. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD GFP

Para ensayar la actividad de la fusion traduccional ::eGFP se llevo a cabo el protocolo
descrito por Fontaine y col. (2011). La cepa mutante ~J566 (control) y la cepa mutante
J566 con el plasmido pBI02235 (plasmido con la fusion ::eGFP clonada) se incubaron

o/n a 28 °C en medio M9. Los cultivos se ajustaron a una DOgg= 0,2, se indujeron con IPTG
0,5 mM y se incubaron a 28 °C hasta alcanzar una DOgno= 0,4. Los cultivos se centrifugaron a
6.000 rpm, 15 min y los pellets se resuspendieron en 500 pl de tampén Tris-HCI 50 mM,
NaCl 200 mM y EDTA 15 mM (pH 8). Las muestras se incubaron 30 min a temperatura
ambiente y transcurrido este tiempo se alicuotaron 100 pl de muestra por pocillo en una placa
microtiter y se midi6 la fluorescencia emitida en el lector de placas microtiter Synergy HT
(BioTek) con Ae= 490 nm y Aen= 520 nm. A los resultados obtenidos por J566 con el
plasmido pBIO2235 se les sustrajo los valores de J566 (control) y los resultados obtenidos se
normalizaron por la concentracion de proteinas determinada por el método de Bradford con el

kit BioRad Protein Assay (BioRad).

30. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD FOSFATASA ALCALINA
La actividad de la fusién traduccional ::PhoA se determind de acuerdo al protocolo
descrito por Fontaine y col. (2011) con los reactivos suministrados en el kit Alkaline

Phosphatase Assay Colorimetric (Abcam). La cepa mutante ~J566 (control) y la cepa
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mutante J566 con el plasmido pBIO2238 (plasmido con la fusién ::PhoA clonada) se
incubaron o/n a 28°C en M9. Los cultivos se ajustaron a una DOgg= 0,2, se indujeron con
IPTG 0,5 mM y se incubaron a 28 °C hasta alcanzar una DOgyp= 0,4. En este punto se
tomaron alicuotas de 1 ml de cada cultivo y los pellets se lavaron tres veces con tampon Tris-
HC1 10 mM, MgSO, 10 mM frio (pH 8). El pellet del tltimo lavado se resuspendié en 1 ml de
tampon Tris-HC1 1M (pH 8). En cada pocillo de una placa microtiter se alicuotaron 80 pl de
esta suspension a los que posteriormente se afiadieron 50 pl de reactivo p-nitrofenil fosfato
(pNPP). Tras una incubacion de 1 h en oscuridad a 25 °C se afnadieron 20 pl de solucion stop
para parar la reaccion. Finalmente, se midi6 la absorbancia de las muestras a A=405 nm en el
lector de placas microtiter Synergy HT (BioTek). A los resultados obtenidos por J566 con el
plasmido pBIO2238 se les sustrajo los valores de J566 (control) y los resultados obtenidos se
normalizaron por la concentracion de proteinas determinada por el método de Bradford con el

kit BioRad Protein Assay (BioRad).

31. ENSAYOS DE LA ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA

El promotor del gen se clono en el plasmido reportero lacZ pBIO1878 dando lugar a
pBI02232 (Tablas 5 y 6). Este constructo se transformo en mediante
electroporacion y los transformantes se cultivaron o/n bajo diversas condiciones y se registro
su DOggo antes de determinar la actividad (-galactosidasa siguiendo el protocolo descrito por
Wexler y col. (2001). Concretamente, se tomaron 0,5 ml de cultivo y se les afladieron 0,5 ml
de tampon Z, 2 gotas de cloroformo y 1 de SDS 0,1% (p/v) y las muestras se vortearon
durante 10 s. A continuacion se incubaron a 28 °C durante 5 min antes de afiadir 0,2 ml de O-
nitrofenil-p-D-galactopiranosido (ONPG, Sigma, 4 mg-ml™) a cada una de ellos. Cuando se
observo coloracion amarillenta en las muestras se par6 la reaccion afladiendo 0,5 ml de
Na,COs. Seguidamente, éstas se centrifugaron durante 3 min a 13.000 rpm para sedimentar la
debris celular y se midi6é la DOu4y de los sobrenadantes con el espectrofotometro UV-1800

(Shimadzu).

La actividad B-galactosidasa, en unidades de Miller, se calculd utilizando la siguiente

ecuacion:
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Unidades de Miller = 1000 x DO4y t = tiempo de reaccioén (min)
V= volumen de cultivo utilizado
txVx DO(,()() (Il’ll)

El tampon Z estaba compuesto por 1 ml Na,HPO4-7H,0 3 M, 0.5 ml NaHPO4-7H,0 4 M, 0,5
ml KC1 1 M, 0,5 ml MgSO4-7H,0 0,1 M, 175 ul mercaptoetanol, llevados a un volumen final
de 50 ml con dH,O.

32. SINTESIS DE QUIMICOS

El dimetilsulfoniopropinato (DMSP) utilizado en los distintos experimentos fue fabricado
mediante sintesis interna siguiendo el protocolo descrito por Todd y col. (2010). El metil
mercaptopropionato (MMPA) empleado en este trabajo también fue sintetizado en el

laboratorio de acuerdo al método descrito por Wackett y col. (1987).

33. METODOS BIOINFORMATICOS
33.1. Diseiio de cebadores
El disefio de los cebadores citados en la Tabla 6 se hizo manualmente de acuerdo a las

necesidades de cada caso y fueron sintetizados por la empresa Eurofins Genomics (Alemania).

33.2. Analisis de secuencias de DNA plasmidico

El analisis de las secuencias procedentes de la secuenciacion de DNA plasmidico se realizé
con el programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, Altschul y col. 1997) y
Artemis v14.0.0 (http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis).

33.3. Analisis de la secuencia de los genes 16S rRNA y rpoD
La extraccion del DNA gendémico se realizé de acuerdo al protocolo
de Niemann y col. (1997). Para determinar su posicion filogenética en primer lugar se
amplificé y secuencid una regiéon de 1.452 pb del gen 16S rRNA siguiendo el protocolo
descrito por Bozal y col. (2002). Como segundo marcador molecular

se selecciond el gen rpoD, cuya
amplificacion de una region de 900 pb y secuenciacion se llevd a cabo seglin el protocolo

descrito por Yamamoto & Harayama (1998).
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Los alineamientos de las secuencias, los calculos de la matriz de distancias y el analisis
filogenético de las secuencias de ambos genes

obtenidas de GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), se realizaron
con el paquete informatico MEGA version 4.0 (Tamura y col. 2007).

Los arboles filogenéticos de acuerdo a las secuencias de los genes 16S rRNA y rpoD se
reconstruyeron con el método neighbour-joining y se evalu6 su robustez topologica mediante

el analisis de bootstrap basado en 1.000 réplicas.

33.4. Analisis del genoma

La tecnologia Ion torrents permiti6é secuenciar el 99% del genoma

(apartado 19.5.2. de Materiales y Métodos). Este comprende 1,4 Mpb en 7.247 contigs. Estos
contigs fueron analizados para detectar pautas abiertas de lectura (Open Reading Frames,
ORFs) utilizando el servidor Rapid Annotation using Subsystems Technology (RAST, Aziz y
col. 2008). La base de datos generada se almacend y se analizd mediante los programas
Artemis v14.0.0 (http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis) y BioEdit v7.1.3.0 (Hall, 1999)

y se buscaron genes de interés utilizando Blast (Altschul y col., 1997).

33.5. Alineamiento de secuencias proteicas e identificacion de dominios conservados

Las secuencias de las proteinas de , Pseudomonas sp. GM41
( ), Cyanothece sp. ATCC 51142 ( ), B.diazoefficiens
USDA 110 ( )y ( ), M.tuberculosis H37Rv
( ), M.maris MCS10 ( ), and Sulfurovum sp. NBC37-1
( ) y la proteina S-isoprenilcisteina metiltransferasa Stel4p de S.cerevisiae
( ) se alinearon con el programa ClustalW incluido en el paquete informatico

MEGA version 6.0 (Tamura y col. 2013) y se analizaron para detectar dominios conservados

con el programa GeneDoc (Nicholas & Nicholas, 1997).

33.6. Analisis filogenético de la proteina
Los alineamientos de las secuencias, los céalculos de la matriz de distancias y el andlisis
filogenético de la proteina se realizaron con el paquete informatico MEGA version 6.0

(Tamura y col. 2013). Para construir el arbol filogenético se utilizaron secuencias con una
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homologia > 40% con la proteina de proporcionadas por Blast
(Altschul y col., 1997) y se empled el método neighbour-joining y el modelo de sustitucion de
aminoacidos Jones-Taylor-Thornton (JTT). La robustez topoldgica del arbol filogenético se

evalué mediante el analisis de bootstrap basado en 1.000 réplicas.

33.7. Analisis de la abundancia de en diversos metagenomas

Para analizar la abundancia de en diversos ambientes, se realizé un blastp (Altschul y
col. 1997) con las secuencias ratificadas de de los diferentes clades bacterianos y
varias bases de datos de péptidos creadas a partir de secuencias metagendmicas descargadas

de CAMERA y MG-RAST (Tabla 9).

Las secuencias se recuperaron de la base de datos utilizando un valor E de <le™” como valor
de corte. El nimero de hits unicos de se normaliz6 por el mimero de secuencias Unicas
RecA (utilizando 120 secuencias RecA de la base actualizada de Toulza y col., 2012) (Tabla
10). Se sigui6 una estrategia similar para procesar las secuencias de DmdA y DddD,L,P,Q,W
utilizando también secuencias de proteinas ratificadas como secuencias de busqueda en las

bases de datos.
El andlisis de la presencia de la proteina en los diferentes metagenomas se hizo en

colaboracion con el Dr. Deepak Kumaresan (School of Earth and Environment, University of

Western Australia, Crawley, Australia).
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33.8. Analisis de la expresion del gen de Cyanothece sp. ATCC 51142,
B.diazoefficiens USDA 110 y M.tuberculosis H37Rv
Los datos de expresion génica de Cyanothece sp. ATCC 51142, B.diazoefficiens USDA 110 y
M.tuberculosis H37Rv disponibles publicamente en GEO (NCBI) se analizaron para
identificar aquellas condiciones que comportasen cambios significativos en la expresion del
gen . Los datos de Cyanothece sp. ATCC 51142 y B.diazoefficiens USDA 110 se
analizaron usando GEOR2 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r). Los datos de
M.tuberculosis H37Rv se analizaron utilizando la base de datos de expresion TB
(http://www.tbdb.org/tbdbPages/expressionData.shtml). Se consideraron condiciones que
variaban significativamente la expresion de aquellas en las que el gen se sobreexpreso
o reprimié >2 veces en >2/3 de las réplicas en experimentos con muestras tomadas a

diferentes tiempos.

33.9. Analisis estructura y localizacion de in silico o mediante simulacién
computacional
Para determinar la estructura y localizacion de la proteina se analizo su secuencia con

los programas informaticos que se detallan en la Tabla 11.
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Tabla 11. Programas informaticos utilizados para el estudio de la estructura y localizacion de la proteina

en

Programa Institucion Referencia
MPex University of California, Irvine Snider y col., 2009
Optimum Antigen | Genscript, Hong Kong http://genscript.be/antigen design

.html

Predict Protein

Technical University of Munich, Germany

Rost y col., 2004

PRED-TMR2 University of Athens, Greece Pasquier & Hamodrakas, 1999
PSIPRED v.2.3. University College London, United McGuffin y col., 2000

Kingdom
TMHMM Server Center for Biological Sequence Analysis http://www.cbs.dtu.dk/services/T
v.2.0. (CBS), Denmark MHMM-2.0
TMPred European Molecular Biology Network, Hofmann & Stoffel, 1993

Swiss node
TOP Pred Institute Pasteur, France http://mobyle.pasteur.fr/cgi-

bin/portal.py?#forms::toppred

SACS MEMSAT?2

University of California, San Diego

Jones y col., 1994

Split Server

University of Split, Croatia

Juretic y col., 2002
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. CLASIFICACION TAXONOMICA

Para la clasificacion taxonémica se siguidé el esquema de taxonomia
polifasica vigente que incluyo6 las pruebas y resultados que siguen a continuacion.

1.1. Analisis de la secuencia de los genes 16S rRNA y rpoD

La amplificacion y secuenciacion del gen 16S rRNA se realizé de acuerdo al apartado 33.3.
de Materiales y Métodos.

(Figura 6).

(Tabla 12).
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Tabla 12. Similitudes mas elevadas entre las secuencias de los genes 16S rRNA y rpoD de y las
cepas tipo de las especies
Gen 16S rRNA Gen rpoD
Especie
N°©
Similitud GenBank Cepa | Similitud [N° GenBank| Cepa
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Figura 6. Arbol neighbour-joining basado en las secuencias del gen 16S rRNA
Los numeros de acceso
de GenBank estan indicados entre paréntesis.
La barra representa 0,005
sustituciones por posicion de nucleétido. Los valores de bootstrap >50% (basado en 1.000 réplicas) se muestran

en los puntos de ramificacion.

Debido a la baja resolucion del gen 16S rRNA a nivel intragenérico, se analizd el gen
conservado , el

rpoD, de acuerdo al apartado 33.3. de Materiales y Métodos.
Por otra parte, el arbol filogenético del gen

rpoD se construy6 utilizando el método del neighbour-joining y el modelo de sustitucion de

nucledtidos Jukes-Cantor (Figura 7).
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Figura 7. Arbol filogenético neighbour-joining basado en las secuencias del gen rpoD
Los
numeros de acceso de GenBank se indican entre paréntesis.
La barra representa 0,02
sustituciones por posicion de nucleétido. Los valores de bootstrap >50% (basado en 1.000 réplicas) se muestran

en los puntos de ramificacion.

1.2. Determinacién del contenido G+C
El contenido G+C del DNA gendémico se determind de acuerdo al apartado 9

de Materiales y Métodos, obteniendo un resultado de 58,3 mol%.

1.3. Hibridacion DNA-DNA
El DNA genomico se hibrid6 con el DNA
segun el apartado 10 de Materiales y Métodos obteniendo unos valores de

reasociacion bajos

1.4. Acidos grasos celulares

Los écidos grasos celulares se
determinaron seglin se detalla en el apartado 11 de Materiales y Métodos. Los acidos grasos
celulares principales

se muestran en la Tabla 13.

(Tabla 13).
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Tabla 13. Composicion de acidos grasos celulares
Los valores que se muestran en la tabla son los porcentajes respecto al contenido total de

acidos grasos celulares. Cepas:

Solo se representan los 4cidos grasos

celulares con porcentajes >1 %. tr, traza (<1%); - no detectado.

Acido graso 1 2 3 4 5

1.5. Lipidos polares
Los lipidos polares se

identificaron siguiendo el protocolo descrito en el apartado 12 de Materiales y Métodos.

(Figura 8).
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Figura 8. TLC bidimensional de los lipidos polares

1.6. Caracterizacién fenotipica

1.6.1. Morfologia

(Figura 9).
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(Tabla 14).

Figura 9. Imagen de MET de una tincion negativa . Barra, 1 um.

1.6.2. Motilidad
La motilidad se determind mediante el test de la gota pendiente y microscopia

de contraste de fases a partir de un cultivo de TSB incubado 24 h a 15 °C

1.6.3. Produccion de pigmentos
La produccion de pigmentos

se analizé sembrandolas en medio King B. Tras una incubacion de 8 dias a 32 °C
se examind la presencia de pigmentos mediante la observacion de las placas bajo luz

ultravioleta.
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(Tabla 14).

1.6.4. Pruebas bioquimicas
Para confirmar la posicion diferencial se

llevaron a cabo diversas pruebas bioquimicas (apartado 13.4. de Materiales y Métodos)

(Tabla 14).

1.6.5. Influencia de la temperatura, pH y salinidad en el crecimiento
Se quiso estudiar la influencia de diversos factores en el crecimiento

En primer lugar, se determind la
tolerancia de todas estas cepas al NaCl sembrandolas en Agar Nutritivo (Cultimed)
suplementado con NaCl 0-7% (p/v) y se determind su crecimiento tras una incubacioén de 20

dias a 20 °C.
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Seguidamente, se estudi6 su crecimiento en un rango de temperaturas de entre -4 °C y 42 °C

sembrando las cepas en TSA e incubandolas durante 14 dias.

Finalmente, se estimé el rango de pH en el que podrian crecer estas cepas sembrandolas en
tubos de TSB con un pH de entre 3,5-11 (en incrementos de 0,5 unidades de pH) e
incubandolas 10 dias a 20 °C antes de valorar su crecimiento mediante la observacion de

turbidez.
(Tabla 14).
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Tabla 14. Caracteristicas . Cepas:

Todos los datos son fruto de este estudio a no ser que se indique lo contrario. +, Positivo; -, negativo; w,

débilmente positivo; ND, no determinado.

Caracteristica 1 2 3 4 5
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1.7. Otras caracteristicas

1.7.1. Crecimiento en anaerobiosis

1.7.2. Sensibilidad a antibidticos

Se determindé la sensibilidad a los antibidticos ampicilina, kanamicina,
cloranfenicol, tetraciclina y gentamicina (Sigma) en un rango de concentraciones de entre
12,5 y 400 pg - ml" en placa microtiter segiin se indica en el apartado 8 de Materiales y
Meétodos. La placa microtiter se incub6 24 h a 25 °C en agitacion antes de leer la DOggo de los

pocillos en el lector Synergy HT (BioTek).

(Tabla 15).
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1.7.3. Curva de crecimiento a diferentes temperaturas

Para ver como variaba la curva de crecimiento en funcion de la temperatura de
incubacion, se hizo una suspension con turbidez 1 en la escala de McFarland de la cepa con la
que se inocularon (2%) matraces con 100 ml de TSB. Estos matraces se incubaron a 0, 15y
30 °C respectivamente y se tomaron alicuotas a diferentes tiempos para determinar el
crecimiento mediante la lectura de la DOggo de las muestras en el espectrofotometro UV-1800
(Shimadzu). Tal y como se puede observar en la Figura 10, cuanto mas alta es la temperatura,
hay un menor tiempo de latencia y se entra antes en fase exponencial. Asi pues, en las
condiciones ensayadas la fase de latencia dura aproximadamente 8 ha 30°C, 14 ha 15°Cy

58ha0°C.

Figura 10. Curva de crecimiento en TSB a 0, 15 y 30 °C. El crecimiento se expresa

como DOgp de los cultivos. Azul: 0 °C; Rojo: 15 °C; Verde: 30 ° C.
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1.7.4. Capacidad

1.8. DISCUSION del capitulo de Clasificacién Taxonémica
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Figura 11.
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Figura 12.

Para realizar la clasificacion taxonémica se siguid el modelo de clasificacion
taxonomica vigente que combina diversas pruebas fenotipicas, genéticas y
quimiotaxonémicas (Rosell6-Mora, 2009; Tindall y col., 2010; Schleifer, 2009). Para asegurar
la validez de la clasificacion taxondémica es importante incluir en el estudio polifasico a las
especies mas cercanas filogenéticamente y utilizar cuando sea posible mas de un aislamiento

para valorar la variabilidad intraespecifica (Rosello-Mora, 2009; Tindall y col. 2010).
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2. EXOPOLISACARIDO

2.1. Analisis por MET del material extracelular producido por

bacterias antarticas adaptadas al frio

Para analizar por microscopia electronica la estructura del material extracelular

y compararlo con la estructura de otras matrices extracelulares de
bacterias antarticas adaptadas al frio estudiadas por el grupo (Pseudoalteromonas M4.2,
Shewanella livingstonensis NF22", Shewanella vesiculosa M7" y Marinobacter guineae), las
cepas se cultivaron en TSA durante 72 h a 15 °C. Sus colonias se sometieron a criofijacion a
alta presion y criosusticion (apartado 6.2. de Materiales y Métodos), y posteriormente se
realizaron secciones ultrafinas y se contrastaron (apartado 6.3. de Materiales y Métodos) para

su observacion en el microscopio electronico. Figura 13
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Figura 13. Imagenes de MET de secciones ultrafinas de bacterias antarticas adaptadas al fiio tras criofijacion a

alta presion y criosustitucion.

Barras, 200 nm excepto A: 500 nm.
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2.2. Obtencion del exopolisacarido

2.3. Caracterizacién quimica del EPS

2.3.1. Determinacion de carbohidratos totales

El contenido de carbohidratos totales del EPS determinado por el
método del fenol-sulfurico (apartado 15.1. de Materiales y Métodos) fue de

respecto al peso total del EPS, dato que confirm6 que el exopolimero era de naturaleza

polisacaridica.

2.3.2. Anailisis de aziicares neutros
Los azlicares neutros detectados en el hidrolizado del EPS mediante HPLC (apartado 15.2. de

Materiales y Métodos) expresados en porcentaje respecto al peso total del biopolimero fueron:

2.3.3. Analisis elemental
La composicion quimica del EPS en base al analisis elemental realizado segln el apartado

apartado 15.3. de Materiales y Métodos fue

2.3.4. Determinacion del Peso Molecular
El peso molecular del EPS determinado mediante SEC (apartado 15.4. de Materiales y

M¢étodos) resultd

105



Resultados y Discusion

2.3.5. Espectroscopia de Infrarrojo Transformada de Fourier (FT-IR)

El espectro de Espectroscopia de Infrarrojo Transformada de Fourier (FT-IR) del EPS

se muestra en la Figura 14.

Figura 14. Espectro de FT-IR del EPS
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2.3.6. Resonancia Magnética Nuclear de Proton (‘H-NMR)
La resonancia magnética nuclear de proton (‘H-NMR) del EPS se
realizod de acuerdo al apartado apartado 15.6. de Materiales y Métodos y el espectro obtenido

se presenta en la Figura 15.

Figura 15. Espectro de "H-NMR del EPS

2.3.7. Determinacion de acidos urénicos
El contenido total de acidos urdnicos del EPS se determind mediante el método de meta-
hidroxidifenil (apartado 15.7. de Materiales y Métodos), representando del

peso total del polimero.
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2.3.8. Determinacion de proteinas totales
La determinacion de proteinas se llevo a cabo mediante el método de Bradford (apartado 15.8.
de Materiales y Métodos), obteniendo un valor del del peso total del

biopolimero.

2.3.9. Analisis de aminoacidos
Los aminoacidos presentes en el EPS se identificaron por HPLC segtn se describe en el

apartado 15.9. de Materiales y Métodos.

2.3.10. Determinacion del contenido de DNA
El contenido de DNA del EPS se determiné mirando la absorbancia a 260 nm de acuerdo al
apartado 15.10. de Materiales y Métodos, obteniéndose un valor de respecto al

peso total del EPS.

2.4. Métodos de cuantificacion del EPS
De cara a futuros estudios relacionados con la produccion del EPS
se quiso valorar varios métodos para cuantificar el EPS de forma facil a partir de los
sobrenadantes de los cultivos,

Concretamente, se decidi6 ensayar dos
métodos de cuantificacion del EPS, por un lado uno basado en la determinacion del peso seco
del EPS y otro basado en la cuantificacion de carbohidratos totales mediante el método del

fenol-sulfurico.
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2.4.1. Determinacion del peso seco
Durante el proceso de obtencion del EPS se guardd una alicuota de 50 ml de los
sobrenadantes de los cultivos y se determiné el peso seco del EPS siguiendo el procedimiento

descrito en el apartado 16.1. de Materiales y Métodos.

2.4.2. Cuantificaciéon de carbohidratos totales
A partir de los sobrenadantes de los cultivos obtenidos durante el proceso de produccion del
EPS se tomo una alicuota de 50 ml para cuantificar el EPS de

acuerdo al apartado 16.2. de Materiales y Métodos.

Ambos métodos proporcionaron el mismo resultado respecto al EPS producido, por lo que los
dos resultaron validos para posteriores determinaciones de la cantidad de EPS presente en los

sobrenadantes de los cultivos.

2.5. Estudio
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2.5.1. Estudio
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Figura 16.

2.5.2. Estudio
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Figura 17.
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2.5.3. Estudio

2.5.4. Caracterizacion

2.5.4.1. Analisis

2.5.4.2. Reologia
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Figura 18. Reograma

2.5.4.3. Potencial

2.5.4.4. Estudio
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Figura 19.
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Figura 20.

2.6. Mutantes no productores de EPS

2.6.1. Fenotipo de los mutantes no productores de EPS

Para poder determinar la capacidad protectora frente al frio y elevada osmolaridad, se
obtuvieron dos mutantes segun lo descrito en el apartado 18 de

Materiales y Métodos, seleccionandose dos cepas que presentaban un aspecto colonial no
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mucoso. Para comprobar que las dos cepas derivaban de
se llevaron a cabo varias pruebas como la tincion de Gram, la galeria
de pruebas bioquimicas API20NE (Bioméricux), las pruebas de la oxidasa y la catalasa y la
motilidad. Tanto como presentaron el mismo perfil que
salvaje en todos los parametros analizados, lo cual confirmé que derivaban de ella. A
continuacion se procedid a comprobar que realmente eran cepas no productoras de EPS
mediante tinciones de capsula. En primer lugar se realizé la tincion de cépsula de Anthony
(apartado 18.3. de Materiales y Métodos) para corroborar que no producian EPS. Asi pues,
como se muestra en la Figura 21A, se observo capsula alrededor de la mayoria de las células
de la cepa salvaje. Sin embargo, en las preparaciones de los mutantes (Figura 21B) y

(Figura 21C) las células no estaban rodeadas por el halo blanco correspondiente a la capsula.

Figura 21. Tincion de Anthony para observar la capsula

Observacion a 1.000x.

Seguidamente, para confirmar que las cepas mutantes no producian EPS se
procedid a realizar una tincion con tetradxido de rutenio y observacion por MET (apartado 6.4.
de Materiales y Métodos) tanto de éstas como de la cepa salvaje. Con esta tincion se observo
que habia una gran cantidad de EPS rodeando a las células de la cepa salvaje

(Figuras 22 A, 22B puntas de

flecha negras).
En cambio, ni las células del mutante (Figura 22C) ni las del mutante

(Figura 22D) se encontraban rodeadas por EPS. Este hecho vino a confirmar las

observaciones macroscopicas y de la tincion de Anthony de microscopia dptica, con lo cual se
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concluyé que los mutantes y no sintetizaban EPS y por ello se utilizaron en diversos

experimentos para estudiar las propiedades del EPS.

Figura 22. Tincion con tetradxido de rutenio para observar por MET la capsula de cepa
salvaje y la ausencia de capsula en las cepas mutantes y de morfologia colonial no mucosa.

. Las puntas de flecha indican el EPS que rodea las células. Barras,

500 nm, excepto B: 1 pm.

2.6.2. Estudios de crecimiento de la cepa salvaje y de las cepas

mutantes no productoras de EPS
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2.7. Estudio
2.7.1. Ensayos
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Tabla 16.

2.7.2. Ensayos
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Figura 23.

121



Resultados y Discusion

2.8. Estudio

Tabla 17.

2.9. DISCUSION del capitulo del EPS

Nuestro grupo, en trabajos anteriores habia demostrado que muchas bacterias antarticas
adaptadas al frio de diferentes géneros, como por ejemplo, Pseudoalteromonas, Shewanella,
Psychrobacter o Marinobacter, presentaban un material extracelular de estructura compleja
formado por una mezcla de fibras poliméricas y abundantes vesiculas de membrana externa
(VMESs) (Frias y col., 2010). Las VMEs son vesiculas esféricas rodeadas de una bicapa

lipidica procedente de la membrana externa bacteriana que se forman a partir de
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protuberancias de determinadas regiones de dicha membrana arrastrando también parte del
contenido del periplasma. De acuerdo a este proceso de formacion, las VMEs contienen
lipopolisacarido (LPS), proteinas periplasmaticas, proteinas de membrana externa y
fosfolipidos, y actualmente esta plenamente aceptado que se producen durante el metabolismo
y crecimiento celular normal de la mayoria de bacterias Gram negativas (Kulp & Kuehn,
2010). La presencia de VMEs secretadas por bacterias puede ser un inconveniente en la
produccion de EPSs ya que pueden dificultar la extraccion y/o purificacion de los EPSs y al
mismo tiempo aumentar su toxicidad y/o antigenicidad ya que diversos analisis han
demostrado que las vesiculas contienen una amplia variedad de factores de virulencia. Estos
factores de virulencia incluyen proteinas, concretamente adhesinas, toxinas y enzimas asi
como antigenos no proteicos como LPS (Ellis & Khuen, 2010). Ademas, el pequefio tamafio
de las VMEs, entre 20-200 nm, complica su separacion de los EPSs que son secretados

simultaneamente por las bacterias.

El hecho de que no se llegue a
identificar una gran parte de la composicién quimica del polimero es un hecho comuin entre
los EPSs bacterianos (Gutiérrez y col., 2008), debido a que no son sustancias puras y a que las
hidrolisis no siempre rompen todos los enlaces glucosidicos. Ademas, hay que tener en cuenta
que un porcentaje importante de la composicion de los EPSs puede ser agua ambiental
retenida en ellos, ya que una de sus funciones principales es proteger a las células frente a la

desecacion (Wingender y col., 1999).
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En los ultimos afos, la caracterizacion de EPSs bacterianos de ambientes polares se ha
convertido en un campo de investigacidn activo, pero se han estudiado pocos EPSs de
bacterias marinas adaptadas al frio. La mayoria de los EPSs caracterizados estan producidos
por bacterias del género Pseudoalteromonas, como es el caso de Pseudoalteromonas sp.
SM2030, aislada del hielo artico invernal, la cual secreta un EPS compuesto principalmente
por manosa y trazas de glucosa, galactosa, ramnosa, N-acetilglucosamina, N-
acetilgalactosamina y xilosa (Liu y col.,, 2013). Otras bacterias adaptadas al frio de la
Antartida son Pseudoalteromonas haloplanktis TAC125, la cual sintetiza un EPS compuesto
por manosa y trazas de glucosa (Corsaro y col., 2004) y Pseudoalteromonas arctica KOPRI

21653, con un EPS compuesto de galactosa y glucosa (Kim & Yim, 2007).

También se han descrito EPSs mas complejos de ambientes antarticos, incluyendo
Pseudoalteromonas sp. CAM025 y Pseudoalteromonas sp. CAMO036. El EPS producido por
la primera es un heteropolisacarido sulfatado con elevados niveles de acidos urdnicos con
grupos acetilo y se ha estimado que su composicion monosacaridica es glucosa, galactosa,
ramnosa y acido galacturonico. La ultima cepa también sintetiza un heteropolisacarido
sulfatado con altos niveles de acidos urdnicos con grupos acetilo, pero estd compuesto
principalmente por glucosa, manosa, arabinosa, acido galacturénico y N-acetilgalactosamina

(Mancuso Nichols y col., 2004, 2005¢).
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Asi pues, el EPS es un nuevo biopolimero de una cepa antartica con
una composicion que difiere de la de otros EPSs producidos por otras bacterias adaptadas al

frio descritos hasta el momento.
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3. PRODUCCION DE DIMETILSULFURO (DMS)

3.1. Identificacion de VOSCs sintetizados por

Para identificar los VOSCs producidos por se
cultivo en viales de 20 ml de cromatografia de gases con TSA inclinado durante 72 h a 15 °C
antes de analizar los VOSCs en el headspace mediante SPME-GC-MS (apartado 22 de
Materiales y Métodos).

El VOSC mayoritario producido por fue el dimetilsulfuro (DMS),
detectandose a una concentracion muy superior a otros VOSCs también sintetizados por la
cepa. El segundo VOSC mas abundante fue el metanotiol (MeSH), el cual muy
probablemente procederia de la metabolizacion de la metionina presente en las peptonas del
TSA por parte del enzima metionina gamma liasa (megL). Otro compuesto interesante
detectado en los cultivos de TSA fue el dimetilsulfoxido (DMSO),
aunque en pequefas concentraciones. Finalmente, también se detectd dimetil disulfuro y

dimetil trisulfuro en los cultivos de TSA no suplementados con ninguna fuente de azufre.

3.2. Uso de diversos compuestos como unicas fuentes de carbono por

Se centrifugd un cultivo o/n a 28 °C de en medio M9 y el pellet se lavo
tres veces con medio M9 sin ninguna fuente de carbono, como paso previo a inocular

en medio fresco M9 que no contenia ninguna fuente de carbono o bien
contenia una de las siguientes como unicas fuentes de carbono: glicerol 10 mM, DMSP 5 mM
(sintesis interna, apartado 32 de Materiales y Métodos), MMPA 5 mM (sintesis interna,
apartado 32 de Materiales y Métodos), metionina 5 mM (Sigma Aldrich), DMSO 2 mM
(Sigma Aldrich), DMS 1 mM (Sigma Aldrich) o MeSH 1 mM (Sigma Aldrich). Los cultivos
se incubaron a 28 °C durante 5 dias y el crecimiento se estimé midiendo la DOggo de los

cultivos con un espectrofotometro UV-1800 (Shimadzu). Tras este periodo se observd que
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fue capaz de utilizar el glicerol como tnica fuente de carbono para
crecer, pero sin embargo, no pudo usar el DMSP, el MMPA, la metionina, el MeSH, el DMS
0 el DMSO (Tabla 18).

Tabla 18. Crecimiento de en medio M9 con diferentes compuestos como unica fuente de

carbono. El crecimiento de se expresa como DOy de los cultivos y los resultados son la

media de tres réplicas biologicas con sus respectivas desviaciones estandar.

Compuesto D¢y

Control medio | 0,048 + 0,001
Glicerol 1,265 £ 0,138
DMSP 0,049 + 0,009
Metionina 0,061 £ 0,006
MMPA 0,061 + 0,004
DMSO 0,052 £+ 0,002
MeSH 0,063 + 0,002
DMS 0,055 + 0,001

3.3. Uso de diversos compuestos como tnicas fuentes de azufre por
Se centrifugd un cultivo o/n a 28 °C de en medio M9 y el pellet se lavo
tres veces con medio M9 sin azufre antes de inocular la cepa en medio fresco M9 sin azufre o
con MgS0O4, DMSP, MMPA, metionina, DMSO, DMS o MeSH como unicas fuentes de
azufre a una concentracion de 100 uM. Los cultivos se incubaron a 28 °C durante 5 dias y el
crecimiento se determind midiendo la DOggo de los cultivos con un espectrofotometro UV-
1800 (Shimadzu). Se observo que pudo utilizar MMPA, metionina y
MeSH como tnicas fuentes de azufre, aunque no se obtuvo un crecimiento tan elevado como

al utilizar el MgSOy, (Tabla 19).
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Tabla 19. Crecimiento de

azufre. El crecimiento de

media de tres réplicas biologicas con sus respectivas desviaciones estandar.

en medio M9 con diferentes compuestos como unica fuente de

se expresa como DOy de los cultivos y los resultados son la

Compuesto DO¢oo

Control medio | 0,127 + 0,001
MgSO, 0,764 0,013
DMSP 0,125+ 0,001
Metionina 0,456 £ 0,023
MMPA 0,428 £ 0,069
DMSO 0,118 £0,003
MeSH 0,424 £ 0,036
DMS 0,126 + 0,004

3.4. Produccién y consumo de DMSP por
A pesar de que no fue capaz de utilizar el DMSP ni como tnica fuente
de carbono ni como unica fuente de azufre, se quiso verificar si al menos lo metabolizaba
mediante el experimento detallado en el apartado 24 de Materiales y Métodos, en el cual se
determino la cantidad de DMSP remanente en los sobrenadantes de los cultivos mediante su
conversion a DMS tras la adicion de NaOH. No hubo diferencias significativas entre el DMS
liberado a partir del DMSP entre el control del medio y los sobrenadantes de los cultivos de

, con lo cual se puede concluir que esta bacteria antartica no metaboliza

el DMSP.

3.5. Produccion de DMS y MeSH por

Para elucidar la ruta biosintética del DMS en , la bacteria se cultivo en
ausencia y presencia de precursores potenciales de DMS (DMSP, MeSH, MMPA vy
metionina) y se cuantifico el DMS producido en el headspace como se detalla en el apartado
23 de Materiales y Métodos, utilizando el medio M9 que contiene glicerol como fuente de
carbono y MgSO, como fuente de azufre. Como resultado se determind que esta bacteria
antértica produjo 7,65 pmol DMS-min"-mg proteina” a partir del medio minimo M9 sin
suplementar, mientras que la adicion del aminoacido metionina y los productos de la
desmetilacion y desmetiolizacion del DMSP (MMPA y MeSH, respectivamente),
aumentaron significativamente (3-7 veces) la produccion de DMS por parte de

(Tabla 24). Ademas, la cepa también produjo MeSH a partir de MMPA
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(1.035,69 pmol MeSH-min'l-mg proteina™) y a partir de metionina (1.433,47 pmol

MeSH-min™' -mg proteina™).

Fruto de los resultados de este experimento, se formuld la hipotesis de que en

, el MMPA y la metionina son catabolizados por enzimas aln
desconocidos y por el enzima MegL respectivamente, dando lugar ambos a MeSH. Asi pues,
el MeSH seria el sustrato directo del enzima que forma DMS en presencia de una molécula
donadora de grupos metilo como la S-adenosil-L-metionina (Ado-Met). Este enzima, no

descrito en la literatura, lo hemos denominado (DMS Dependiente de MeSH, Figura 24).
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Figura 24. Representacion esquematica de las rutas de produccion de DMS DMSP-dependiente y MeSH-
dependiente. Las flechas azules representan las vias que tienen lugar en , representada con
cuadro azul. Las flechas rojas indican las rutas llevadas a cabo por otras bacterias marinas. También se muestran
los enzimas DMSP liasas (Ddd) que generan DMS. El MMPA se genera por la desmetilacion del DMSP
mediante el enzima DmdA y/o posiblemente del metabolismo general de . En

, el MMPA y la metionina son catabolizados por enzimas atin desconocidos y por el
enzima MegL respectivamente, dando lugar ambos a MeSH. El enzima , metila el MeSH y genera DMS

utilizando S-adenosil-L-metionina (Ado-Met) como donador de grupos metilo.

132



Resultados y Discusion

3.6. Construccion del mutante megL’ (J565)

Para confirmar que la ruta propuesta en el apartado anterior en la que se postula que el MeSH
generado a partir de MMPA o metionina es el sustrato directo del nuevo enzima para
producir DMS era correcta, se construyo un mutante del gen megL en y

se estudid su fenotipo.

Para construir el mutante megL’, se clond un fragmento interno de 0,5 kb de este gen en el
vector suicida pBIO1879, dando lugar a pBI02221 (apartado 27 de Materiales y Métodos).
pBI02221 se introdujo en J564 (rifampicina®) por electroporacién y los
recombinantes se seleccionaron sembrandolos en LB con espectinomicina (800 pg-ml™) y
kanamicina (20 pg-ml™). Para comprobar que el vector suicida pBI02221 se habia insertado
en el DNA genémico, se utilizaron dos cebadores externos al gen megL (megLHindIII y
megLECORI2, Tabla 6), de manera que si el vector se habia insertado en el gen megL
cromosémico el fragmento seria tan grande que no se obtendria producto de amplificacion.
Efectivamente, no se obtuvo producto de PCR, con lo cual se confirmaba que el mutante

megL" era correcto y a partir de ese momento se le denominé cepa J565.
Cuando la cepa J565 se cultivaba en medio minimo M9 so6lo o suplementado con metionina,
no producia ni MeSH ni DMS (Tabla 24). Sin embargo, cuando al cultivo se le afiadia MeSH
0,5 mM o MMPA 1 mM exogeno, si era capaz de sintetizar DMS (51,55 pmol DMS-min
"-mg proteina™ a partir de MeSH y 23,80 pmol DMS-min™-mg proteina™ a partir de MMPA)
confirmando que el MeSH era el precursor directo de la formacion de DMS en una reaccion

mediada por un enzima tal y como se postula en la Figura 24.

3.7. Cribado de la libreria genémica

Para identificar el gen o genes responsables de la producciéon de DMS a partir de MeSH
se construyd una libreria gendmica de en el vector de amplio espectro
pLAFR3 (apartado 25 de Materiales y Métodos) y se obtuvieron aproximadamente unos
12.000 clones primarios en E.coli. Después de comprobar mediante analisis de restriccion que
la libreria era correcta, ésta se movilizd en masa por conjugacion triparental a Rhizobium
leguminosarum J391, el cual fue utilizado como huésped heterdlogo. Se cultivaron 250
transconjugantes en medio TY con tetraciclina (5 pg-ml™) y estreptomicina (400 pg-ml™), se

re-inocularon en viales de cromatografia de gases con 300 pl de medio TY suplementado con
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MeSH 0,5 mM vy se cribaron para la produccion de DMS tras una incubacion de 48 h a 28 °C.
Un clon, pBIO2219, confirié a R.leguminosarum la capacidad de producir DMS a partir del

MeSH (57,72 pmol DMS-min"-mg proteina™). La re-transformacién del clon en E.coli y

conjugacion de nuevo en R.leguminosarum confirmaron que el fenotipo " era debido a
pBI02219.
3.8. Obtencion del mutante " (J566)

Usando la mutagénesis con transposon (apartado 26.1. de Materiales y Métodos) se identificd
una insercién de Tn5lacZ que abolia el fenotipo " que conferia pBI02219 (cosmido que
conferia produccion de DMS a partir de MeSH a R.leguminosarum). El punto de insercioén de
Tn5lacZ en pBI02220 (pBI02219 con Tn5lacZ insertado que anula el fenotipo ) se
localizdé por secuenciacion en un gen al que se denomind “DMS Dependiente de
MeSH” (Figura 30). El césmido pBIO2220 fue introducido en J564
(rifampicina®) mediante electroporacion y la insercion ::TnblacZ se introdujo en el
genoma de J564 mediante intercambio de marcadores, introduciendo el
plasmido pPH1JI del grupo de incompatibilidad P1 (gentamicina®) para eliminar pLAFR3
(apartado 26.2. de Materiales y Métodos). Los transconjugantes de

J564 se seleccionaron por su resistencia a gentamicina (5 ug-ml"), kanamicina (20
ug'ml") y sensibilidad a tetraciclina. Para comprobar que el mutante © (J566) era
correcto se realizo una PCR con los cebadores Ndel y EcoRI (Tabla 6), no

obteniéndose producto de amplificacion. Asimismo, se llevd a cabo un Southern blot con las

cepas salvaje y mutante © (J566) utilizando como sonda el
producto de PCR del gen (apartado 28 de Materiales y Métodos). En primer lugar, se
pudo observar que el producto de PCR del gen que se utilizd6 como sonda, hibrido

consigo mismo (Figura 25, carril A), con lo cual se confirmé que el Southern blot funciono.
También se observo que el gen en la cepa salvaje se localizaba en un fragmento ECORI
de 4,5 kb (Figura 25, carril C). Sin embargo, en el carril correspondiente a la cepa J566
(Figura 25, carril B) se observo que el fragmento de 4,5 kb se habia perdido debido a la
insercion del transposon y en su lugar aparecieron una banda de 6 kb y otra de 7 kb ya que
Tn5lacZ contiene una diana ECORI en su secuencia. Asi pues, con los resultados de la PCR y
del Southern blot se confirmé que el intercambio de marcadores habia funcionado y que el

mutante J566 era correcto.
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A B C
- —
.-
Figura 25. Southern blot de las cepas salvaje y mutante "~ J566 utilizando como
sonda . A: producto de PCR del gen ; B: J566; C: salvaje.
Para estudiar el fenotipo del mutante " (J5606), éste se cultivo en medio minimo M9 solo

o suplementado con MMPA 2 mM, metionina 5 mM, MeSH 0,5 mM y se cuantificé) el DMS
y el MeSH en el headspace de los viales como se indica en el apartado 23 de Materiales y
Meétodos. Se observd que el mutante J566 no producia DMS independientemente de la
molécula precursora (Tabla 24), aunque siguié produciendo cantidades detectables de MeSH
a partir de la metionina (4.926,16 pmol MeSH-min"-mg proteina™) y del MMPA (2.078,68

pmol MeSH-min™' ‘mg proteina™).

3.9. Estudio por MET de la estructura en relacion a la
producciéon de DMS

Desde su aislamiento, llamo la atencion por el olor caracteristico a

compuestos sulfurosos que desprendian sus colonias, especialmente cuando se sembraba en

medios ricos como TSA o TSB solidificado. Tras identificar mediante SPME-GC-MS que el

principal compuesto volatil de azufre que producia esta bacteria antartica era DMS, se quiso

investigar si la produccion de este gas comportaba cambios en su ultraestructura. Para ello se
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criofijaron y criosustituyeron (apartado 6.2. de Materiales y Métodos) colonias
crecidas a 15 °C durante 72 h, tiempo en el que el olor a DMS era mas
que notable. Las imagenes de MET de células crecidas en TSA, mostraban una gran cantidad
de zonas redondeadas de baja densidad a los electrones y que no estaban delimitadas por
membrana. Ademads, proximas a estas zonas esféricas claras se observaban con mucha
frecuencia agrupaciones fibrilares (Figura 26). Las zonas de baja densidad de electrones
podrian tratarse de areas en las que se esta produciendo una gran cantidad de DMS que se

acumula momentaneamente antes de liberarse.
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Figura 26. Imagenes de MET Las areas de baja

densidad de electrones que podrian tener relacion con la produccion de DMS se indican con asterisco. Las

agrupaciones de fibras citoplasmaticas se indican con una flecha. Barras, 500 pm.

Para intentar dilucidar si las zonas de baja densidad de electrones y/o las agrupaciones de
fibras citoplasmaticas estaban relacionadas con la produccion de DMS, se hizo una cinética de
crecimiento de la cepa a 15 °C y paralelamente se tomaron muestras a diferentes tiempos para
observarlas por MET después de someterlas a criofijacion y criosutitucion, y también se
cuantificoé el DMS producido mediante cromatografia de gases en relacion al nimero de
células viables. En la Figura 27 se puede observar como la produccion de DMS empez6 a
aumentar a partir de las 10 h de cultivo a 15 °C y alcanzé un pico maximo a las 48 h para

después estabilizarse al entrar en fase estacionaria.
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Figura 27. Cinética de crecimiento y produccion de DMS . El

crecimiento se expresa como Log;, ufc:ml” (Curva roja) y la produccion de DMS como pmoles de DMS en el

headspace de los viales de cromatografia de gases (Curva azul) (n=3).

Cuando se analizaron por MET las muestras tomadas a los mismos tiempos, se observd que
las células a las 2 h de incubacion apenas presentan areas de baja densidad a los electrones ni

fibras citoplasmaticas. Lo mismo sucedia a las 10 h de incubacion, mientras que a las 24 h
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cuando el cultivo estaba en plena fase exponencial, la ultraestructura de las células se veia
muy alterada observandose gran abundancia de zonas poco densas a los electrones y
agrupaciones fibrilares, coincidiendo con una elevada produccion de DMS (Figuras 27 y 28).
Por tanto, es razonable pensar que las zonas de baja densidad de electrones en el citoplasma se
correspondan con acumulaciones momentaneas de este gas. Ademas, las envueltas celulares
se apreciaban con frecuencia rotas presentando amplias discontinuidades tanto a nivel de
membrana externa como interna. Estas roturas son con toda probabilidad artefactuales, ya que
la presencia de gas acumulado en esta fase de crecimiento en el interior de la célula, hace que
la criofijacion con los equipos de alta presion (2.000 bares) no funcione adecuadamente. La
presion no se transmite adecuadamente a la célula que resulta menos compresible por la

presencia de DMS y se forman cristales de hielo que dafian la estructura celular.
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Figura 28. Imagenes de MET . A: 2 h; B: 24 h. Las é4reas de baja
densidad de electrones que se podrian corresponder con acumulaciones transitorias de DMS en el citoplasma se

indican con asterisco. Las agrupaciones fibrilares citoplasmatica se indican con una flecha. Barras, 500 pm.

Por otra parte, el mutante " (J566) no producia DMS cuando se afnadia al medio de
cultivo MMPA, metionina o0 MeSH (apartado 3.8. de Resultados y Discusion). Al examinar su
estructura se observo que no presentaba ni zonas de baja densidad de electrones ni agregados
de fibras citoplasmaticas cuando se incubaba en las mismas condiciones que la cepa salvaje
(15 °C, 72h) (Figura 29), lo cual sugeria que ambas estructuras estarian relacionadas con la

produccion de DMS.

Figura 29. Imagenes de MET de la cepa mutante " (J566) crecida en TSA durante 72 h a 15 °C. Barra, 500

pm.
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3.10. Caracterizacion de la proteina

La proteina tiene un dominio C-terminal S-isoprenilcisteina metiltransferasa
conservado (COG2020) pero no presenta una amplia homologia con ningin enzima
caracterizado (Figura 30).

Un enzima metiltransferasa es consistente con la ruta predicha (apartado 3.5. de Resultados y
Discusion), en la que catalizaria la metilacion del MeSH para formar DMS. Ademas,
cuando se clond y expreso el gen solo y bajo el control del promotor T7 en E.coli,
confirié produccion de DMS dependiente de MeSH (414,07 pmol DMS-min™'-mg proteina™),
mientras que el mutante J566 dejo de producir DMS independientemente de la molécula

precursora afiadida (Tabla 24).
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Figura 30. Alineamiento ClustalW de polipéptidos de bacterias de distintos clades representativos y de la
S-isoprenilcisteina metiltransferasa Stel4p de Saccharomyces cerevisiae. Los residuos que son idénticos o tienen
propiedades similares estan resaltados en rojo, naranja o amarillo segun si estan conservados en los 9

polipéptidos, en al menos 7 o en al menos 5 respectivamente. Los residuos con propiedades similares que estan

conservados en las 8 secuencias bacterianas de se marcan con asteriscos. La posicion de la insercion
Tn5lacZ en el mutante " J566 se indica con una “X” debajo de ella. Los nombres de
las especies con los nimeros de acceso de los polipéptidos entre paréntesis son: Cyanothece sp. ATCC
51142 ( ), Mycobacterium tuberculosis H37Rv ( ), Bradyrhizobium diazoefficiens
USDA 110 ( ), Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110 ( ),
Pseudomonas sp. GM41 ( ), , Maricaulis maris MCS10
( ), Sulfurovum sp. NBC 37-1 ( ). La almohadilla junto al nombre de las especies

indica aquellas secuencias MddA cuya actividad ha sido ratificada en E.coli. El nimero de acceso de la proteina

Stel4p de Saccharomyces cerivisiae es

3.10.1. Actividad in vitro de

Para estudiar la actividad in vitro de se indujeron cultivos de E.coli BL21 que
contenian pB102223 (pET21a con el gen de clonado) con una
DOgpp=0,4 con IPTG 0,1 mM y se incubaron durante 18 h a 24 °C. Tras este tiempo, los
cultivos se centrifugaron y los pellets se resuspendieron en tampoéon Tris 100 mM, MES 50
mM, acido acético 50 mM (pH 7) frio y luego se sonicaron (5 x 10 s) con el sonicador
Ultrasonic processor VC50 (Jencons). Las suspensiones se centrifugaron y el sobrenadante se
incub6 con AdoMet | mM y MeSH 1 mM en viales de cromatografia de gases durante 20 min
antes de cuantificar el DMS producido. El lisado celular de E.coli BL21 con pBI02223
produjo 1.754,10 pmol DMS-min™-mg proteina™, mientras que si no se le afiadia AdoMet no
habia produccion de DMS. Asi pues, la actividad in vitro de requiere AdoMet como
molécula donadora de grupos metilo para generar DMS a partir del MeSH, lo cual concuerda

con el hecho de que sea una metiltransferasa.

3.10.2. Estructura y localizacion de la proteina

3.10.2.1.Analisis bioinformaticos

La secuencia de la proteina de se analiz6 con varios programas
bioinformaticos (apartado 33.9. de Materiales y Métodos) y los resultados proporcionados por
ellos se muestran en la Tabla 20. En la misma se muestra el numero de hélices transmembrana

predicho por cada programa y su localizacion. Entre paréntesis se indican los niveles de
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confianza de la localizacion de las hélices transmembrana cuando eran proporcionados por los
programas. En la Tabla 20 se puede observar que las cuatro primeras hélices transmembrana
son claramente detectadas por todos los programas. Sin embargo, hay divergencia en la
prediccion de la quinta y la sexta hélice transmembrana. Por ejemplo, Optimum Antigen y
TMHMM Server v.2.0 no las detectan. Otros programas como TMPred y TOP Pred
unicamente detectan la sexta hélice, mientras que Predict Protein y Pred-TMR y Pred-TMR2
detectan las hélices cinco y seis como una unica. Finalmente, los programas MPex, PSIPRED

v2.3 y Split Server predicen seis hélices transmembrana.

Por tanto, de acuerdo a los diferentes programas informaticos consultados, se puede concluir

que es una proteina con 4-6 hélices transmembrana.

Tabla 20. Prediccion de los dominios transmembrana de la proteina de . Los
programas bioinformaticos consultados se indican en la columna 1. El numero de hélices transmembrana
predicho se detalla en la columna 2. En las columnas 3-8 se indican las posiciones de las diferentes hélices
transmembrana con sus respectivos niveles de confianza cuando los programas los proporcionaron entre
paréntesis. TMPred considera significativos aquellos valores >500, MPex proporciona diferencias entre los
valores de energia libre, PredictProtein proporciona puntuaciones totales, TOP Pred considera aquellos valores

>1 como ciertos; PSIPRED y SACS MEMSAT?2 dan puntuaciones. ND: No detectado.

Programa N° 1 2 3 4 5 6
MPex 6 21-42 57,75 99-120 135-157 183-203 206-227
(2,74) (0,15) (1,02) (1,83) (1,88) (1,61)
Optimum 4 20-42 57-79 100-117 132-154 ND ND
Antigen
Predict 5 21-42 60-77 101-118 136-154 194-218
Protein (0,56) (0,74) (0,79) (0,62) (0,69)
PRED-TMR2 | 5 25-42 57-75 100-117 135-154 196-215
PSIPRED 6 17-41 59-82 96-117 133-157 185-204 207-227
v.2.3. (30,04) (30,97) (21,73) (23,18) (12,45) (23,84)
TMHMM 4 20-42 57-79 100-117 132-154 ND ND
Server v.2.0.
TMPred 5 21-42 59-81 100-118 135-154 ND 208-227
(2348) (1552) (1841) (2727) (1286)
TOP Pred 5 24-44 56-76 100-120 135-155 ND 206-226
(2,17) (1,49) (1,96) (2,27) (1,69)
SACS 5 18-42 59-75 100-117 131-154 ND 206-223
MEMSAT2 (5,33) (3,57) (4.89) (5,10) (2,73)
Split Server 6 17-50 64-92 101-130 138-165 188-205 209-230
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3.10.2.2. Fraccionamiento celular
Para comprobar que la proteina era una proteina de membrana se realizé un cultivo de
en medio LB durante 24 h a 28 °C y una agitacion de 250 rpm.
Transcurrido este tiempo, se tomo una alicuota del cultivo de 2 ml y se procedi6 a realizar el
fraccionamiento celular utilizando el kit PeriPreps Periplasting Kit (Epicentre) siguiendo las
instrucciones del fabricante para obtener las fracciones celulares correspondientes al
periplasma, citoplasma y membranas. Con el fin de determinar qué fraccion contenia la
actividad , se tomd una alicuota de 50 pl de cada una de ellas y se incubaron con
AdoMet 1 mM y MeSH 1 mM durante 2 h antes de cuantificar la cantidad de DMS producido
en el headspace de los viales por cromatografia de gases (apartado 23 de Materiales y
Me¢étodos). Como control se utilizé el lisado celular de . Para obtenerlo,
se centrifugd una alicuota de 2 ml del mismo cultivo utilizado para el fraccionamiento celular,
el pellet se resuspendio en 500 pl de tampon Tris 100 mM, MES 50 mM, &cido acético 50
mM (pH 7) frio y la suspension se sonico (5 x 10 s) con el sonicador Ultrasonic processor
VC50 (Jencons). Tras ello, dichas suspensiones se centrifugaron y se incubaron 50 pl del
sobrenadante con AdoMet 1 mM y MeSH 1 mM en viales de cromatografia de gases durante
2 h al igual que las diferentes fracciones celulares obtenidas.
La fraccion celular correspondiente a las membranas proporcioné una actividad de 1.374,81
pmol DMS-min"'-mg proteina”, mientras que no se detecté produccién de DMS en las
fracciones correspondientes al periplasma y al citoplasma. Este hecho vendria a corroborar
que la proteina estaria localizada en membrana. Por su parte, el lisado celular de

mostré una actividad de 2.127,97 pmol DMS-min™' -mg proteina™.

3.10.2.3.Fusiones traduccionales :GFPy ::PhoA

Para localizar subcelularmente la proteina , se utilizd un ensayo disefiado para
determinar la orientacion de proteina de membrana en bacterias. Para ello se construyeron
fusiones traduccionales C-terminales entre y eGFP o PhoA en el vector de amplio
espectro pRK415 dando lugar a los plasmidos pBIO2235 y pBI02238 respectivamente
(Tablas 5 y 6). Estos plasmidos se electroporaron en " (J566) para que
la proteina nativa no interfiera con la clonada en ellos. Seguidamente, la cepa J566 con
el plasmido pBIO2235 o pBI02238 se cultivdo en medio M9 con IPTG 0,5 mM antes de

ensayar la actividad GFP o fosfatasa alcalina siguiendo el protocolo descrito en los apartados
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29 y 30 de Materiales y Métodos respectivamente. La GFP s6lo se pliega dando lugar a una
proteina funcional cuando se encuentra en el citosol, mientras que la fosfatasa alcalina (PhoA)
solo es funcional en el periplasma. Como resultado de este ensayo, se determind que el
extremo C-terminal de se encuentra probablemente en el citoplasma, ya que la fusion

::GFP proporcioné fluorescencia (159,36 + 10,42 RFU-mg proteina™) mientras que la

fusion ::PhoA no mostro actividad fosfatasa alcalina por encima del control.

3.10.2.4. MET e Inmunomarcaje con oro coloidal de la proteina
Una vez que se determind que la proteina era el enzima responsable de catalizar la
formacion de DMS a partir de MeSH y viendo que la maxima produccion de DMS a 15 °C
coincide con una presencia de zonas de baja densidad de electrones y agregados de fibras en
el citoplasma, se decidid realizar un inmunomarcaje de para confirmar si estas
estructuras fibrilares estan relacionadas con la produccion de DMS y tratar de determinar la
localizacion del enzima . De acuerdo a las predicciones in silico este enzima parecia
estar anclado en una membrana lipidica que podria ser la membrana citoplasmatica, y que
segun los ensayos de actividad GFP y fosfatasa alcalina se deducia que el extremo C-terminal
de se encontraba probablemente en el citoplasma, ya que solo la fusion -GFP
proporciond fluorescencia. Para el inmunomarcaje, se utilizé un anticuerpo especifico contra
sintetizado por la empresa GenScript Limited (Hong Kong) en base a los dominios
antigénicos determinados utilizando la herramienta de disefio OptimumAntigen™. El
inmunomarcaje también se llevo a cabo con el mutante " (J566).
El inmunomarcaje con oro coloidal de la proteina se realizo de acuerdo al apartado 6.5.
de Materiales y Métodos. Las imagenes de MET del inmunomarcaje de
salvaje con el anticuerpo anti- mostraron la presencia de marca de oro especifica
localizada en los agregados de finas fibras presentes en el citoplasma (Figura 31A-C, puntas
de flecha blancas), las cuales estaban ausentes en el mutante " (J566) (Figura 31D).
Asimismo, en la cepa salvaje, pero no en el mutante J566, a menudo se
observaban cerca de los agregados de fibras, areas blancas redondas de baja densidad a los
electrones que parecian desplazar los ribosomas u otros componentes del citoplasma (Figura
31A, B, E, F, asteriscos). Estas areas blancas redondas podrian corresponder a acumulaciones
momentaneas de DMS en el citoplasma. Debido a que el anticuerpo anti- era nuevo, se

realizo un control con el suero pre-inmune suministrado también por la empresa y con el que
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no se obtuvo marca de oro en las fibras (Figura 3 1F). Asimismo, se comprob¢ la especificidad
del marcaje con un control utilizando sélo el anticuerpo secundario y tampoco se observo

ninguna marca de oro en las células (Figura 31E).
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Figura 31. Iméagenes de MET del inmunomarcaje de las cepas salvaje y J566 con el
anticuerpo especifico anti- . A-C: cepa salvaje ; D: cepa mutante J566

“; E: control utilizando solo anticuerpo secundario; F: control utilizando suero pre-inmune. El cuadrado
interno en A es una ampliacion de las fibras para mostrar su perfil de tincion. Las flechas de punta blancas
indican las fibras donde se localiza el enzima . Los asteriscos indican areas de baja densidad de electrones

que podrian corresponder a acumulaciones temporales de DMS en el citoplasma. Barras, 200 nm.

3.11. Distribucion taxonoémica de

Con la finalidad de determinar en qué taxones taxondmicos se encontraba distribuida la
proteina se hizo un blast y se construy6é un arbol filogenético con aquellas secuencias
que presentaban una homologia > 40% con la proteina de .Enla
figura 32 se puede comprobar que el gen esta altamente conservado en cepas
especificas de Pseudomonas. También se encuentran proteinas homologas a en un
amplio rango de otros taxones bacterianos, incluyendo grupos importantes ampliamente
estudiados y muchos de los cuales no se sospechaba previamente que produjeran DMS. Asi
pues, proteinas ~50% idénticas a de estan presentes en multiples
especies de las actinobacterias Gordonia, Rhodococcus y Mycobacterium, incluyendo los
patogenos M.tuberculosis y M.avium; miembros de los rhizobiales incluyendo los fijadores de
N, Mesorhizobium y Bradyrhizobium (en muchos existen dos formas distintas con un 50% de
homologia entre ellas, p.ej., B.diazoefficiens USDA 110 y ) y cianobacterias
fijadoras de N, incluyendo especies de los géneros Cyanothece, Pseudoanabaena y
Nodosilinea. Finalmente, también existen proteina homologas a , aunque con menos
frecuencia, en algunos planctomycetes, flavobacterias, = gammaproteobacterias,
verrucomicrobios, rhodobacterales, betaproteobacterias, espiroquetas y epsilonproteobacterias

(Figura 32).
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Figura 32. Arbol filogenético de la proteina . Se muestran las cepas bacterianas, su taxonomia y los
nimeros de acceso de Genbank de los polipéptidos que tienen una identidad de aminoacidos >40% a
de . Las secuencias del mismo género bacteriano que tienen una homologia >57%

entre si se agrupan en triangulos, reflejando el tamafio del triangulo el nimero de secuencias. Aquellos casos en

que los genes se clonaron y se demostr6 experimentalmente que conferian produccion de DMS
dependiente de MeSH a E.coli se marcan con almohadilla. Se muestran las dos proteinas de
B.diazoefficiens USDA 110 ( y ). Las secuencias utilizadas en el alineamiento de la Figura 30

estan subrayadas. El arbol neighbour-joining se obtuvo utilizando el modelo de sustitucion de aminoacidos
Jones-Taylor-Thornton (JTT). Los valores de bootstrap >50% (basados en 1.000 réplicas) se muestran en las
ramificaciones. El arbol estd dibujado a escala, con las longitudes de las ramas medidas en numero de

sustituciones por posicion.

3.12. Funcionalidad de las proteinas homoélogas a
El arbol filogenético de la Figura 32 muestra que el gen esta presente en un nimero
significativo de cepas especificas del género Pseudomonas. Con la finalidad de comprobar
que las proteinas homologas a de de cepas de
Pseudomonas tenian realmente la misma funcion, se ensayé la produccion de DMS por parte
de cepas de Pseudomonas que poseian proteinas homologas a y de cepas que no
contenian homologos en su genoma. Las cepas Pseudomonas sp. GM41 y P.fragi, las cuales
presentaban proteinas con un y de homologia con el enzima de
respectivamente, mostraron tasas de produccion de DMS similares a la
de y ¢ésta se vio aumentada por la adicion de MeSH (Tabla 24). Sin
embargo, aquellas Pseudomonas que no presentaban el gen en su genoma, cOmo por
ejemplo, P.putida y P.psychrophila, no produjeron niveles de DMS detectables (datos no
mostrados). Asi pues, en cada caso ensayado, la presencia del gen en Pseudomonas se
correlaciond con cepas que producian DMS y dicha produccion se vio aumentada por la
adicion de MeSH. Para verificar que las proteinas homodlogas a de otros
microorganismos también actuaban como metiltransferasas que catalizaban la conversion de
MeSH a DMS, se eligieron miembros representativos de varios clades, concretamente,
B.diazoefficiens USDA 110 y Cyanothece sp. ATCC 51142 y se estudi6é su produccion de
DMS a partir de medio minimo obteniéndose 385,00 y 5,69 pmol DMS-min™'-mg proteina™
respectivamente y al igual que en Pseudomonas, esta produccion se vio incrementada por la

adicion de MeSH hasta obtener 596,79 pmol DMS-min"'-mg proteina’ en el caso de
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B.diazoefficiens USDA 110 y 7,53 pmol DMS-min™ -mg proteina™ en el caso de Cyanothece
sp. ATCC 51142 (Tabla 24).

Finalmente, para confirmar que el enzima era el responsable del fenotipo " de los
microorganismos mencionados y verificar también la funcionalidad del gen en
M.tuberculosis H37Rv, sus genes homologos a se clonaron y expresaron en E.coli,
incluyendo las dos copias de B.diazoefficiens USDA 110 ( y ) (Figura 32).
Todos los clones de E.coli con los diferentes genes presentaron una actividad

significativa (Tabla 24). Con este experimento qued6 demostrado que el gen era capaz

de conferir un fenotipo “por si solo (produccion de DMS dependiente de MeSH).

3.13. Distribucion ambiental del gen

La distribucién ambiental del gen se estimé analizando bases de datos de metagenomas
de un variado rango de ambientes segiin se describe en el apartado 33.7. de Materiales y
Me¢étodos. Los genes que codifican para proteinas (E<e™") estaban representados en la
mayoria de metagenomas consultados, pero sorprendentemente se vieron abundancias
relativas mucho mayores en ambientes terrestres, especialmente en metagenomas de suelo,
donde por ejemplo se predijo que estaria presente en el 5-76% de las bacterias en el

suelo de granja de Waseca (Figura 33).

Ademas, la abundancia relativa de se compar6 con la de los genes DMSP liasas ddd y
el gen DMSP desmetilasa dmdA, muchos de los cuales son prevalentes en ambientes marinos.
En la Figura 33 se puede observar que los genes dmdA desmetilasa y dddP DMSP liasa son
claramente muy abundantes en todos los metagenomas marinos, mientras que los otros genes
ddd y también estan presentes, pero son mas escasos. La frecuencia de seria la
misma que la del gen DMSP liasa dddW en la base de datos Global Ocean Sampling (GOS),
es decir, estaria presente en ~0,1% de las bacterias. Sin embargo, los genes ddd y dmdA
presentan unas frecuencias muy bajas en los metagenomas terrestres donde el gen es
generalmente abundante, lo cual es logico ya que el DMSP es una molécula producida por
organismos marinos. Una excepcion es el gen dddP, el cual parece relativamente abundante

(~12% de las bacterias) en el metagenoma de suelo de Rothamsted (Figura 33).
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Figura 33. Comparacion de los valores normalizados de las secuencias de las proteinas , DmdA y

DddD,P,Q,W,L en metagenomas de diferentes ambientes detallados en la Tabla 9 (apartado 33.7. de Materiales y
Métodos). El namero de hits tnicos (Tabla 10) se normalizaron por el nimero de secuencias tnicas RecA de los
metagenomas y estan representados como el porcentaje de secuencias RecA totales. Las bases de datos de

proteinas se descargaron de las secuencias metagenomicas disponibles en CAMERA y MG-RAST. La lista de

secuencias de busqueda RecA se tomaron de Toulza y col. (2012).

3.14. Sintenia del gen
se llevd a cabo con el objetivo de ver qué

La sintenia del gen de
genes lo flanqueaban, si estaban implicados en el metabolismo del azufre y si esta region esta

conservada entre las diferentes cepas de Pseudomonas que contienen . Como se observa

en la Figura 34, el gen en las diferentes especies del género Pseudomonas se localiza
entre genes que no han sido caracterizados en ningun microorganismo y no tienen una

E

conexion conocida con el metabolismo del azufre. Concretamente, en

P.fragi A22, P.fragi B25 y Pseudomonas sp. Lz4W el gen esta flanqueado por una

histidina quinasa y una acetiltransferasa de la familia GNAT. En cambio, en P.fluorescens

SS101, P.fluorescens NZ052 y Pseudomonas sp. R81 el gen se encuentra entre una
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oxidoreductasa FAD-dependiente y una proteina hipotética, una lipopeptidasa A8 y una
glutamasa A respectivamente. En Pseudomonas sp. GM41 el gen se encuentra
flanqueado por una meteniltetrahidrofolato ciclohidrolasa FolD y una endopeptidasa D-alanil-
D-alanina, mientras que en P.synxantha BG33R el gen se encuentra entre una
sacaropina deshidrogenasa y una glutamasa A. Por ultimo, el gen de Pseudomonas sp.

CBZ-4 se encuentra rodeado de proteinas hipotéticas.
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Figura 34. Esquema del gen y los genes que lo flanquean en cepas de Pseudomonas. Las regiones del
genoma de , P.fragi A22 (GCA_000250595), P.fragi B25 (PRINA200017), Pseudomonas
sp. Lz4W (PRINA193784), P.fluorescens SS101 (PRINA181712), P.fluorescens NZ052 (PRINA200137),
Pseudomonas sp. R81 (PRINA176384), Pseudomonas sp. GM41 (PRINA171667), P.synxantha BG33R
(PRINA167316) y Pseudomonas sp. CBZ-4 (PRINA199902) muestran seis genes a cada lado de . Los
genes estan codificados por color y las proteinas predichas estan detalladas sobre las flechas. Los genes que
codifican proteinas hipotéticas se representan con flechas blancas; los genes reguladores estan coloreados en
verde. La region de clonada en pBI02232 (vector pBIO1878 con la region promotora de

clonada) se marca con linea de puntos.

3.15. Induccion de la actividad

Con el fin de determinar qué compuestos eran capaces de inducir la actividad de y
poder plantear posibles roles de este enzima, se ensayaron compuestos relacionados con el
metabolismo del azufre y produccion de VOSCs, y también se ensayaron sustancias que
inducen estrés oxidativo o condiciones de incubacion (temperatura, luz, oxigeno, etc.) que
podrian alterar la expresion de este enzima. Para ello, se cultivo o/n a
28 °C en medio minimo M9 en ausencia y presencia de DMSP 1 mM, MMPA 1 mM, DMSO
1 mM, DMS 0,5 mM o MeSH 0,5 mM, pero también con y sin H,O, 1 mM, paraquat 300 pM,
a4 °Cya 28 °C, medio minimo vS medio rico, condiciones limitantes de azufre (M9 sin
MgSO0y), luz constante (~50 uE-m?-s™) vs incubacion en oscuridad y condiciones aerobicas
vs condiciones microaerofilicas. Estos cultivos se ajustaron a una DOgy=0,8 y se
centrifugaron 300 pl, las células se lavaron 3 veces y se resuspendieron en viales con 300 pl
de M9 con MeSH 0,5 mM. Los viales se incubaron a 28 °C durante 4 h antes de cuantificar el
DMS producido en el headspace y determinar el contenido de proteinas. Sin embargo, la
actividad no aument6 significativamente por el pre-
enriquecimiento en presencia de las moléculas inductoras potenciales ni en las condiciones

ensayadas.

3.16. Ensayos de actividad p-galactosidasa para estudiar la transcripcion del gen

Para estudiar bajo qué condiciones se estimula la transcripcion del gen se realizd una
fusion transcripcional entre el promotor del gen y el gen reportero lacZ. Para llevarla a
cabo, se clond la secuencia corriente arriba (upstream) que contenia el promotor predicho del

gen , en el plasmido con el gen reportero lacZ pBIO1878 (Tablas 5 y 6; Figura 34). El
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constructo resultante, pB102232, se transform6 en y los transformantes
se cultivaron o/n bajo varias condiciones antes de ensayar la actividad B-galactosidasa
(apartado 31 de Materiales y Métodos). Concretamente, se cultivo en
presencia y ausencia DMSP 1 mM, MMPA | mM, metionina 1 mM, DMSO 1 mM, DMS 0,5
mM o MeSH 0,5 mM pero también de H,O, 1 mM y de paraquat 300 uM. También se estudio
la influencia de la temperatura incubando los cultivos a 4 °C vs 28 °C, medio rico (LB) vs
medio minimo (M9), condiciones normales de azufre (M9) vs condiciones limitantes de
azufre (M9 sin MgSOs), condiciones de luz constante (~50 pE'm?'s™) vs oscuridad y

condiciones aerobicas VS microaerofilia.

En estos estudios se observd que el gen presentaba una expresion de ~70 unidades
Miller de actividad B-galactosidasa independientemente de la molécula inductora potencial
(metionina, MMPA, DMS, MeSH, DMSP y DMSO) o la condicién ambiental ensayada
(temperatura, luz, concentracion de oxigeno, estrés oxidativo, o fuente y disponibilidad de
azufre y carbono). Por tanto, la transcripcion del gen no parece ser que esté regulada

por el reconocimiento y activacion del promotor.

3.17. Estudios de crecimiento de la cepa salvaje y la cepa mutante
" (J566)

Para intentar esclarecer el beneficio de producir DMS para la propia célula, se compard el

crecimiento de la cepa mutante " (J566) con la de salvaje bajo

diversas condiciones detalladas en los apartados que siguen a continuacién. A no ser que se

especifique lo contrario, el crecimiento se estimé midiendo la DOgy de los cultivos a

diferentes tiempos usando un espectrofotometro UV-1800 (Shimadzu).

3.17.1. Temperatura

A partir de un cultivo o/n de las cepas salvaje y J566 en medio M9 a 28
°C se inocularon (2%) matraces con 500 ml de medio M9 fresco y éstos se incubaron a 0 °C y
a 28 °C. A ambas temperaturas, tanto la cepa salvaje como la mutante presentaron los mismos
perfiles de crecimiento durante los cinco dias que durd el experimento. La produccion de
DMS en la cepa salvaje no influyd ni en la velocidad de crecimiento ni en los niveles de

crecimiento alcanzados medidos como DOgg (Figura 35).
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Figura 35. Curvas de crecimiento de la cepa

(A) y 28 °C (B) en medio M9. Curva azul: cepa

3.17.2. Salinidad

A partir de un cultivo o/n de la cepa
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salvaje y la cepa mutante
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salvaje; Curva rosa: cepa mutante J566.

salvaje y la cepa mutante J566 en

medio M9 a 28 °C se inocularon con un 2% matraces con 500 ml de medio M9 fresco

suplementado con concentraciones de NaCl del 1-6% (p/v) y se incubaron a 28 °C durante 5

dias. En este caso tampoco hubo diferencias significativas en el crecimiento de la cepa salvaje

respecto a la mutante (Tabla 21).

Tabla 21. Crecimiento de la cepa salvaje

y de la cepa mutante

" (J566) con varias

concentraciones de NaCl (1-6%). El crecimiento se expresa como DOg de los cultivos con sus correspondientes

desviaciones estandar (n=2).
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% NaCl J566
salvaje
1 0,741 £ 0,110 0,713 £ 0,012
2 0,844 + 0,115 0,902 + 0,010
3 0,918 + 0,006 0,877 £ 0,079
3,5 0,916 + 0,027 1,035 + 0,057
4 0,954 + 0,028 0,770 £ 0,163
4,5 0,215 + 0,071 0,385 + 0,057
5 0,049 + 0,004 0,051 + 0,008
6 0,005 + 0,001 0,007 + 0,002
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3.17.3. Inductores potenciales de la producciéon de DMS

A partir de un cultivo o/n de la cepa salvaje y la cepa mutante J566 en
medio M9 a 28 °C se inocularon con un 2% matraces con 500 ml de medio M9 fresco
suplementado con MMPA 2 mM, metionina 2 mM o MeSH 0,5 mM. Estos matraces se
incubaron a 28 °C durante 5 dias y en ninguna fase del crecimiento se observaron diferencias

significativas entre las DOggo de las dos cepas (Figura 36).
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Figura 36. Curvas de crecimiento de la cepa salvaje y la cepa mutante " J566 en

medio M9 solo (A), suplementado con MMPA (B), metionina (C) o MeSH (D). Curva azul: cepa

salvaje; Curva rosa: cepa mutante J566.

3.17.4. Estrés oxidativo
Para determinar la tolerancia de la cepa salvaje y la cepa mutante J566
a agentes que producen estrés oxidativo (H,O, y paraquat) y ver si el DMS protegia a este tipo

de estrés, ambas se cultivaron a 15 °C durante 24 h en Caldo Mueller Hinton (Oxoid) y se

159



Resultados y Discusion

ajustd la DOgp=0,3. Se humedecid un escobillon en los cultivos de cada cepa y se sembraron
en superficie placas de Agar Mueller Hinton (Oxoid). Posteriormente, en cada placa se
depositaron filtros estériles de 6 mm (Whatman) con 10 ul de H,O, 100 mM o Paraquat
(Sigma-Aldrich) 25 mM. Tras una incubacion de 48 h a 15 °C se registraron los halos de
inhibicion de crecimiento de ambas cepas sin que hubiera diferencias significativas entre ellas

(Tabla 22).

Tabla 22. Ensayos de inhibicion en disco de la cepa salvaje y la cepa mutante J566 frente
agentes inductores de estrés oxidativo. Los halos de inhibicion del crecimiento de las cepas

salvaje y J566 se expresan en mm con sus respectivas desviaciones estandar (n==8).

salvaje J566
Control 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
H,0, 100 mM 10,25 +0,46 9,25+0,71
Paraquat 25 mM 21,00 £ 0,53 18,75 £2,05
Por otra parte, para estudiar la tolerancia de la cepa salvaje y la cepa

mutante J566 al H,O, y al paraquat de forma mas precisa, se llevaron a cabo ensayos de
concentracidon minima inhibitoria (CMI) de acuerdo al apartado 8 de Materiales y Métodos
utilizando concentraciones de H,O, de entre 0,4-100 mM y paraquat de entre 0,1-25 mM.
Después de incubar las placas microtiter a 15 °C durante 48 h se determind que la CMI de
H,0, para ambas cepas era de 6,3 mM, mientras que la CMI de paraquat fue de 0,8 mM. Por
tanto, al no haber diferencias en el crecimiento de la cepa salvaje y la
cepa mutante J566 en presencia de moléculas inductoras de estrés oxidativo, no parece ser que
la produccion de DMS tenga un papel protector frente al estrés oxidativo captando radicales

libres de oxigeno.

3.18. Produccion de DMSO por " (J566)

En los estudios iniciales de los VOSCs producidos por se identifico el
DMSO como uno de los productos sintetizados por esta bacteria antartica (apartado 3.1. de
Resultados y Discusion). Para ver si la produccion de DMSO se veia afectada en el mutante
J566 y otorgarle un posible papel fisiologico al hecho de producir DMSO a partir del DMS,

las cepas salvaje y mutante " (J566) se cultivaron en TSA
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inclinado en viales de cromatografia de gases de 20 ml durante 6 dias a 15 °C, antes de
estimar el DMSO producido mediante SPME-GC-MS (apartado 22 de Materiales y Métodos).
Este analisis mostro que la cepa salvaje producia 7,4 veces mas DMSO que el mutante J566.
En los ensayos previos, no se observaron diferencias significativas entre las dos cepas cuando
fueron sometidas a estrés oxidativo, por lo que la produccion de DMS en

no estaria relacionada con la formacion de DMSO para captar radicales libres y proteger

a la célula frente a dicho estrés.

Otra posibilidad seria que esta bacteria antartica sintetizara DMSO como agente crioprotector.
Para comprobar esta hipdtesis, la cepa salvaje y la cepa mutante J566
se cultivaron en TSB a 15 °C durante 24 h y los cultivos se ajustaron a una DOgoo=0,6. A
continuacién se tomaron alicuotas de 1 ml de los mismos, se centrifugaron a 12.000 rpm
durante 30 min, los sobrenadantes se descartaron y los pellets se congelaron a -20 °C y a -80
°C respectivamente. Tras una semana se descongelaron, se resuspendieron en un volumen
final de 1 ml con TSB y se hizo un recuento de células viables. No hubo diferencias
significativas entre las tasas de supervivencia de la cepa salvaje y la mutante J566 (Tabla 23),
por lo que se deduce que el principal mecanismo de crioproteccion de

seria la produccion de EPS y, en menor medida, la sintesis de DMSO.

Tabla 23. Tasas de supervivencia de las cepas salvaje y mutante ~J566 después de
congelar las células a -20 °C y a -80 °C. La tasa de supervivencia se expresa como el porcentaje de células

viables respecto a las células no congeladas (n=10).

Cepa salvaje Cepa J566
-20°C | 86,45% £ 9,17 | 77,75% £ 9,93
-80 °C | 93,33% £ 4,95 | 90,14% =+ 5,63

Tabla 24. Produccion de DMS y MeSH por parte de las cepas microbianas utilizadas en este trabajo. Las cepas
se cultivaron en el medio minimo apropiado con o sin los precursores de DMS DMSP, MMPA, metionina y
MeSH tal y como se detalla en la columna 2. Los valores de la produccion de DMS y MeSH son las medias de

tres réplicas biologicas con su desviacion estandar respectiva. ND; no detectado.
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Cepa Adicion de pmol DMS pmol MeSH
suplemento al -min”'-mg proteina” | -min™'-mg proteina”
medio de cultivo ! !
Ninguno 7,65 +0,56 ND
. DMSP 6,99 + 1,42 ND
salvaje
MMPA 2391 +1,57 1035,69 + 178,74
Metionina 55,22 +5,00 1433,47 £ 326,01
MeSH 34,42 +5,13 ND
Ninguno ND ND
megL- (J565) MMPA 23,80 £ 6,36 1744.46 + 401,06
Metionina ND ND
MeSH 51,55+3,10 ND
Emiliana huxleyi CCMP374 Ninguno 1,4+0,52 ND
Rhizobium leguminosarum J391 MeSH ND ND
J391 pBIO2219 (clon de la region MeSH 57,72 + 2,65 ND
de )
J391 pBI02220 (pBI02219 mutado MeSH ND ND
en )
Escherichia coli BL21 MeSH ND ND
E.coli BL21 pBI02223 (gen MeSH 414,07 + 88,06 ND
de clonado
solo)
“(J566) Ninguno ND ND
MMPA ND 2078,68 £ 279,58
Metionina ND 4926,16 + 685,68
MeSH ND ND
P.fragi DSM 3456 Ninguno 12,95 £5,71 ND
MeSH 21,77 £2,56 ND
Pseudomonas sp. GM41 Ninguno 2,61 +£0,07 ND
MeSH 35,09 + 4,84 ND
Bradyrhizobium diazoefficiens Ninguno 385,00 + 38,17 ND
USDA 110 MeSH 596,79 + 32,82 ND
Cyanothece sp. ATCC 51142 Ninguno 5,69 + 0,23 ND
MeSH 7,53 +0,07 ND
E.coli BL21 pBI02224 ( de MeSH 198,24 + 40,01 ND
Pseudomonas sp. GM41 clonado)
E.coli BL21 pBIO2225 ( MeSH 78,13 £6,76 ND
de B. diazoefficiens USDA
110 clonado)
E.coli BL21 pBIO2227 ( MeSH 536,46 + 52,96 ND
de B. diazoefficiens USDA
110 clonado)
E.coli BL21 pBI02229 ( de MeSH 65,46 +2,55 ND
M.tuberculosis H37Rv clonado)
E. coli BL21 pBIO2231 ( de MeSH 46,59 + 13,64 ND

Cyanothece sp. ATCC 51142
clonado)
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3.19. DISCUSION del capitulo de produccién de dimetilsulfuro (DMS) por

La produccion microbiana de dimetilsulfuro (DMS) tiene un impacto sobre la regulacion del
clima (Ayers & Gras, 1991; Vallina & Simd, 2007), el ciclo del azufre (Sievert y col., 2007) y
la sefializacion en organismos superiores (DeBose & Nevitt, 2008). Se cree ampliamente que
el osmolito marino dimetilsulfoniopropionato (DMSP) es en gran parte responsable de esta
produccion de DMS. En este trabajo se ha identificado una nueva ruta metabolica bacteriana
que genera DMS a partir del compuesto volatil metanotiol (MeSH) en un proceso que no es
dependiente de DMSP. EIl modelo propuesto para la nueva ruta metabdlica descrita, se

muestra en la Figura 37.

0o (0)
S
HBC\S/\)]\O_ H3C/ \/YlLOH
NH,

MMPA Met

Ado-Met
2z H3C,

S ¥ SH

Figura 37. Modelo propuesto de la ruta de formacion de DMS dependiente de MeSH en
En , el MMPA y la metionina son catabolizados por enzimas atin desconocidos y por el
enzima MegL respectivamente, dando lugar ambos a MeSH. A su vez el enzima (circulo verde), metila el

MeSH y genera DMS utilizando S-adenosil-L-metionina (Ado-Met) como donador de grupos metilo.
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produce DMS a partir de medio minimo con sulfato de magnesio como Unica
fuente de azufre. Los niveles de DMS producidos por (7,65
+ 0,56 pmol DMS- min™-mg proteina™) son superiores a los observados en las cepas de
Emiliana huxleyi ensayadas (1,4 + 0,52 pmol DMS- min™'-mg proteina™), cuya importancia en
la produccion de DMS via lisis del DMSP esta bien establecida (Steinke y col., 1998).

no tan sélo no sintetiza DMSP, la sintesis del cual solamente ha sido
observada en el fitoplancton, macroalgas, algunos corales y pocas angiospermas
halotolerantes (Raina y col., 2013; Stefels, 2000), sino que ni tan siquiera lo cataboliza. El
genoma de esta bacteria antartica no contiene ningiin gen homologo de dmdA ni de ningin
gen ddd, todos ellos implicados en el catabolismo del DMSP via desmetilacion o rotura
respectivamente (Curson y col., 2011; Moran y col., 2012). Por tanto, la sintesis de DMS por

se produce por una via independiente de DMSP. Concretamente,

sintetiza DMS a partir de los productos de la desmetilacion y la
desmetiolizacion del DMSP, el MMPA y el MeSH respectivamente (Figura 37), (Curson y
col., 2011; Moran y col., 2012). Ambos productos también se pueden formar a partir de la
metionina; el MMPA a través de la via de reciclaje de la metionina (Reisch y col., 2011) y el

MeSH mediante su degradacion por el enzima metionina gamma liasa (Tanaka y col., 1977).

Ademas, puede desmetiolar el MMPA generando MeSH (Figura 37).
Sin embargo, su genoma no contiene homoélogos a los genes dMdBCD (Curson y col., 2011;
Moran y col., 2012) cuyos productos forman MeSH a partir del MMPA. Por tanto, sera
sumamente interesante identificar los genes que llevan a cabo la desmetiolizacion del MMPA

en esta bacteria antartica en el futuro.

El gen clave implicado en esta ruta de produccion de DMS dependiente de MeSH es el gen

La proteina que codifica, , contiene un dominio S-isoprenilcisteina
metiltransferasa C-terminal conservado (COG2020). El hecho de que se trate de una
metiltransferasa es consistente con la ruta predicha, en la que catalizaria la metilacion

del MeSH para formar DMS. Las isoprenilcisteina metiltransferasas, como p.ej. Steldp de
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Saccharomyces cerevisae, catalizan la metilacion dependiente de S-adenosil-L-metionina
(AdoMet) del grupo carboxilo de las proteinas (Romano & Michaelis, 2001). Consistente con
esto, la actividad in vitro de requiere absolutamente de AdoMet como donador del

grupo metilo para convertir el MeSH en DMS.

Los diversos programas informaticos han predicho que la proteina es una proteina con
4-6 dominios transmembrana, al igual que la proteina Stel4p, la cual tiene 6 dominios
transmembrana y se localiza en la membrana del reticulo endoplasmatico de Saccharomyces
cerevisae (Romano & Michaelis, 2001). Asimismo, tan solo se obtuvo actividad “enla
fraccion celular correspondiente a membranas. Sin embargo, la MET después del
inmunomarcaje con el anticuerpo anti- mostrd la presencia del enzima principalmente
en unas agrupaciones de finas fibras localizadas en distintos puntos del citoplasma. Ademas,
cerca de las fibras se pudieron observar con frecuencia zonas de baja densidad de electrones
que podrian corresponder a acumulaciones momentanecas del gas DMS en el citoplasma
celular. Actualmente, numerosos estudios han demostrado tanto en organismos eucariotas
como procariotas que muchos enzimas metabolicos forman amplias agrupaciones
intracelulares (O’Connell y col., 2012; Petrovska y col, 2014). Estas concentraciones
proteicas enzimaticas se pueden presentar en formas fibrilares, focos puntuales o localizarse
en microcompartimentos (O’Connell y col., 2012). De todos modos, a pesar de las evidencias
de que muchos enzimas metabolicos se ensamblan formando grandes agregados, todavia no
esta claro si la agregacion es necesaria para la funcionalidad de los enzimas, o son puntos de
reserva de los mismos sin actividad metabolica. Por ejemplo, Petrovska y col. (2014) han
descrito unas agrupaciones fibrilares en levaduras correspondientes al enzima glutamina
sintasa de apariencia similar a las de . Los autores proponen que estas
agrupaciones fibrilares corresponderian a un mecanismo de almacenamiento de este enzima
(Petrovska y col., 2014). Asi pues, podria ser que el enzima lleve a cabo su actividad
en la membrana interna y en determinadas circunstancias se almacene en el citoplasma en

forma de agrupaciones fibrilares. Ademas, el hecho de que las fibras citoplasmaticas de

sean agregados de la proteina explicaria su ausencia en el
mutante " (J566). Sin embargo, se requeriran futuros estudios para comprender la
regulacion de la actividad de bajo diferentes condiciones y distintas fases de

crecimiento y poderla relacionar con su localizacion celular.
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Por otra parte, el gen esta altamente conservado en cepas especificas de Pseudomonas
sp. Ademas, el gen en las distintas cepas de Pseudomonas que lo contienen esta
posicionado entre genes que no han sido caracterizados en ninglin organismo y que no tienen

conexiones conocidas con el metabolismo del azufre.

Ademas de encontrarse en el género Pseudomonas, el gen esta ampliamente distribuido
en bacterias de diversos grupos taxondémicos importantes y ampliamente estudiados como
actinobacterias (Mycobacterium, Gordonia y Rhodococcus), rhizobiales (Bradyrhizobium y
Mesorhizobium) y cianobacterias (Cyanothece sp., Pseudoanabaena sp. y Nodosilinea sp.).
Previamente se conocia que algunas micobacterias que contienen el gen mddA producen
DMS, incluyendo Mycobacterium bovis BCG (McNerney y col., 2012), pero hasta el
momento no se han descrito cepas de Bradyrhizobium procedentes de suelos o cianobacterias
fijadoras de N, que produzcan DMS. En este trabajo se ha demostrado que B.diazoefficiens
USDA 110 y Cyanothece sp. ATCC 51142 producen DMS cuando se incuban en medio
minimo y esta produccion de DMS se ve aumentada por la adicion de MeSH. Nuestro
descubrimiento de que algunas cianobacterias son " podria explicar por qué la produccion
de DMS observada en lagos coincidia con las floraciones o blooms de cianobacterias (Zinder
& Brock, 1978b). Ademas, los genes homdlogos a tanto de B.diazoefficiens USDA 110
como de Cyanothece sp. ATCC 51142 tampoco estan ligados a genes conocidos del
metabolismo del azufre. Finalmente, también existen proteinas homologas a en
algunos planctomycetes, flavobacterias, espiroquetas, verrucomicrobios, rhodobacterias y f3-,

v- y e-proteobacterias.

En cuanto a su distribucion ambiental, cabe decir que la proteina estd presente en la
mayoria de metagenomas consultados, aunque sorprendentemente se observan abundancias
relativas mas elevadas en ambientes terrestres, particularmente en metagenomas de suelo. Sin
embargo, en ambientes marinos, las proteinas DmdA y DddP son claramente mucho mas
abundantes que el resto, hecho que esta de acuerdo con lo descrito por Moran y col. (2012). El
gen y otros genes ddd también estan presentes en ambientes marinos, pero son escasos.
Dado que esta presente en algunos ambientes marinos, la ruta podria estar
implicada en la produccion de DMS dependiente de DMSP actuando indirectamente sobre los

catabolitos de la desmetilacion/desmetiolizacion del DMSP, MMPA y MeSH. En consonancia
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con el hecho de que el DMSP es una molécula sintetizada por organismos marinos, las
frecuencias de las proteinas Ddd o DmdA en metagenomas terrestres son muy bajas, donde

es abundante.

Por otra parte, la transcripcion del gen no parece ser que esté regulada por el
reconocimiento y activacion del promotor, ya que presentaba una expresion de ~70 unidades
Miller de actividad [-galactosidasa independientemente de las moléculas inductoras
potenciales o condiciones ambientales ensayadas. En M.tuberculosis H37Rv, la transcripcion
de se induce 4 veces por la adicion del farmaco anti-tuberculoso tioridazina por razones
desconocidas, aunque éste contiene un grupo sulfuro metilado (Dutta y col., 2010). Sin
embargo, no hay otros experimentos que describan condiciones que afecten
significativamente a la transcripcion de en B.diazoefficiens USDA 110 o Cyanothece sp.
ATCC 51142.

En la produccion de DMS a partir del DMSP, la regulacion de los genes ddd y la actividad de
las DMSP liasas varian entre las diferentes bacterias, pero hay tendencias que se rigen por el
metabolismo bacteriano del DMSP (Curson y col., 2011). Es decir, las bacterias que utilizan
el DMSP como fuente de carbono tienden a mostrar altos niveles de induccion del gen o
genes ddd tanto por el DMSP como por sus catabolitos 3HP y acrilato (Curson y col., 2011).
Por ejemplo, en Marinomonas sp. MWLY 1 la produccion de DMS es inducida por el DMSP,
pero no por el acrilato o el 3HP. En Halomonas sp. y Alcaligenes sp. el fenotipo Ddd" (DMS
dependiente de DMSP), es inducido tanto en respuesta al DMSP como al acrilato y al 3HP.
Finalmente, la expresion de los genes dddP y dddQ de R.pomeroyi DSS-3 solo se induce
ligeramente por la presencia de DMSP. En cambio, la expresion del gen dddW de esta cepa se
induce ~10 veces en presencia del DMSP (Curson y col., 2011). Sin embargo, las bacterias
que no usan el DMSP como fuente de carbono como Sulfitobacter EE36, exhiben una
expresion constitutiva del gen ddd (Curson y col., 2008) de modo similar a lo hallado para el
gen mddA. En Sulfitobacter se ha propuesto que el DMS se genera como molécula de
sefalizacion (Curson y col., 2008). Esta es una posible explicacion para la existencia de la via

en y otras bacterias ", ya que estd bien documentado que el

DMS es un quimioatrayente (DeBose & Nevitt, 2008; Nevitt & Bonadonna, 2005; Steinke y
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col,, 2006) y en algunos ambientes puede jugar un papel considerable en la estructuracion de

las comunidades bacterianas (Raina y col., 2010).

Por otra parte, muchas bacterias heterétrofas, incluyendo P.putida DS1 (Endoh y col., 2003),
oxidan el DMS a DMSO, y algunas acoplan esta reaccion a la sintesis de ATP y a un aumento
de la produccion de biomasa (Boden y col., 2011; Green y col., 2011).
también produce DMSO, probablemente via oxidacion de DMS ya que la cepa salvaje
produce 7,4 veces mas DMSO que la cepa mutante ~J566. Sin embargo, el genoma de
no contiene el gen ddhA, el cual codifica para una DMS
deshidrogenasa que genera DMSO a partir del DMS en Rhodovulum sulfidophilum (McDevitt
y col., 2002). Alternativamente, el DMSO podria generarse quimicamente por la reaccion del
DMS con radicales libres de oxigeno, y consecuentemente su produccion podria formar parte

de una cascada antioxidante protectora frente al estrés oxidativo (Sunda y col., 2002).

No obstante, en es poco probable que la via tenga un papel en la
proteccion frente al estrés oxidativo o la produccion de energia ya que el mutante

(J566) no muestra un déficit de crecimiento respecto a la cepa salvaje en ninguna de las
condiciones ensayadas, incluido el estrés oxidativo, y la expresion del gen tampoco se

ve afectada por moléculas inductoras de estrés oxidativo.

Aunque el papel de la via en bacterias sigue sin estar claro, es muy posible, dada la
amplia distribucion del gen en términos de taxonomia bacteriana y ecologicos, que esta
ruta juegue un papel importante en el ciclo global del azufre biogénico. Ademas, la
abundancia relativa de este gen en metagenomas terrestres, mayor que en los metagenomas
marinos, indica que el DMS producido por fuentes no marinas podria jugar un papel mas
significativo en la produccion global de DMS de lo que previamente se creia. Por tanto, los
modelos actuales sobre la produccion global de DMS deberian modificarse para tener en
cuenta el DMS producido por rutas independientes de DMSP, especialmente en ambientes

terrestres.
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1.

2. produce un exopolisacarido

3. ElEPS

4. El EPS

5. El EPS

6. produce dimetilsulfuro (DMS) a partir del
metanotiol (MeSH) por una ruta independiente de DMSP mediante la accién del
nuevo enzima codificado por el gen

7. produce MeSH a partir de la metionina mediante el
gen megL y a partir del MMPA mediante una ruta atin sin identificar.

8. El enzima es una metiltransferasa cuya actividad requiere la presencia de una
molécula donadora de grupos metilo como AdoMet.

9. El enzima es una proteina con 4-6 dominios transmembrana segun los

10.

programas bionformaticos consultados. Su actividad metabolica se desarrolla a nivel
de membrana, aunque los estudios iniciales de inmunolocalizacion por MET muestran

la presencia del enzima en agregados fibrilares localizados en el citoplasma de

La proteina estd presente en una amplia variedad de importantes grupos
taxondmicos incluyendo Pseudomonas sp., multiples cepas de actinobacterias del
género Mycobacterium, incluyendo a los patdogenos M.tuberculosis y M.avium,

Gordonia y Rhodococcus; miembros de los rhizobiales incluyendo los fijadores de N»
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11.

12.

14.

15.

Bradyrhizobium y Mesorhizobium y cianobacterias fijadoras de N incluyendo
Cyanothece sp., Pseudoanabaena sp., y Nodosilinea sp. También existen proteinas
homdlogas a en algunos planctomycetes, flavobacterias, gammaproteobacterias,
verrucomicrobios, rhodobacterales, betaproteobacterias, espiroquetas  y
epsilonproteobacterias.

La proteina esta presente en la mayoria de metagenomas consultados, aunque
se observan abundancias relativas mas elevadas en ambientes terrestres,
particularmente en metagenomas de suelo.

La transcripcion del gen no se ve afectada por las moléculas inductoras
potenciales o condiciones ambientales ensayadas.

El gen no esté ligado a otros genes del metabolismo del azufre en

El mutante “no produce DMS a partir de las moléculas precursoras ni presenta
agregados fibrilares en el citoplasma.

El mutante “no exhibe déficit de crecimiento respecto a la cepa salvaje bajo
ninguna de las condiciones ensayadas.
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