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Resumen general

RESUMEN GENERAL

Las bacterias endodfitas colonizan los tejidos internos de las plantas sin causar signos externos de
infeccion o un efecto negativo en su hospedero. Los requisitos para considerar una bacteria como
enddfito verdadero son la evidencia microscépica de la colonizacién interna de la planta y la
capacidad de re-infectar las plantas hospederas. Este grupo de bacterias presentan un gran interés
biotecnoldgico ya que pueden producir compuestos con usos medicinales e industriales, mejorar
la fitorremediacién, contribuir a la fertilidad del suelo y promover el crecimiento de las plantas.
Teniendo en cuenta las 300.000 especies de plantas que existen en la tierra y que cada planta es
sede de una o mas bacterias enddfitas, la oportunidad de encontrar microorganismos nuevos y
beneficiosos es considerable.

Herbaspirillum seropedicae es un endéfito verdadero perteneciente al grupo de las B-
Proteobacteria, subclase que incluye muchos géneros de bacterias asociados a plantas (Azoarcus,
Burkholderia o Ralstonia). Coloniza y sobrevive dentro de varias gramineas de importancia
agroecondmica como arroz, sorgo, trigo, maiz y cafia de azlcar. Es un organismo capaz de fijar
nitrégeno atmosférico y se ha demostrado que los genes que codifican para la nitrogenasa, la
enzima responsable de fijacién de nitrégeno, se expresan dentro de la planta colonizada. Estudios
de promocién del crecimiento en arroz y cafia de azlcar demostraron que existe un incremento
significativo en la biomasa total de plantas inoculadas con estas cepas. Los genomas de las cepas
H. seropedicae SmR1 y Z67 estan secuenciados y solo se diferencian entre ellos por polimorfismos
de base simple.

El hierro es un elemento de vital importancia en los mecanismos bioquimicos basicos de
practicamente todas las células. La mayoria de las bacterias requieren hierro como elemento
esencial en procesos biolégicos claves, como por ejemplo la fijacién biolégica de nitrégeno.
Aunque el requerimiento celular es sélo de concentraciones micromolares, obtener la cantidad
necesaria es un problema para los microrganismos debido a la baja disponibilidad del metal en
ambientes aerobios con pH neutro. Una de las estrategias ampliamente utilizada por los
microorganismos para suplirse del metal es mediante la sintesis y liberacion al medio extracelular
de compuestos de bajo peso molecular altamente afines por el ion férrico, los sideréforos,
conjuntamente con la expresién de sistemas de transporte especificos para el complejo
sideréforo-férrico.

A partir de una libreria de mutantes derivados de la cepa H. seropedicae Z67 obtenidos por

transposicion, se buscaron e identificaron aquellos afectados en la produccién o internalizacién de
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Resumen general

siderdforos. Las secuencias interrumpidas de dichos mutantes presentaron homologia con genes
codificantes para proteinas relacionadas con el transporte y biosintesis de siderdforos, para
enzimas de las rutas biosintéticas de aminoacidos, para enzimas relacionadas al metabolismo del
carbono y para proteinas reguladoras y transportadoras. La capacidad de fijacion de nitrégeno
atmosférico fue ensayada en varias de las mutantes. La mutante H. seropedicae 44.46 posee el gen
Hsero_0689 interrumpido, el cual codifica para la proteina ExbD. Este gen es inducido en
respuesta a la limitacion de hierro y la mutante resulté incapaz de fijar nitrégeno en medios con
baja disponibilidad del metal. La mutante H. seropedicae 25.40, con el gen Hsero 3924
interrumpido, codificante para la subunidad mayor de la glutamato sintetasa, es auxétrofa para
glutamato y fue incapaz de fijar nitrégeno en todas las condiciones estudiadas.

En este trabajo se analizé la respuesta de H. seropedicae 7267 a la deficiencia de hierro en
condiciones de fijacién de nitrogeno. Cuando existe limitacién de hierro, como ocurre en la
mutante 44.46, la actividad nitrogenasa se pierde totalmente. Ademas, se demostré que la
expresion de los genes estructurales de la nitrogenasa, nifHDK, en el contexto genético de H.
seropedicae, es maxima uUnicamente en condiciones ricas en hierro, mientras que se ve
severamente reprimida cuando la disponibilidad del metal es limitada. En esas condiciones la
expresion del gen nifA, que codifica para el activador transcripcional de los genes nif, incluidos
nifHDK, se reduce a la mitad .

Dada la importancia de los sistemas de adquisicion de hierro para la fijacion de nitrégeno, se
propuso el objetivo de identificar y caracterizar los sideréforos producidos por esta bacteria. Un
clon, obtenido en la misma libreria de mutantes resulté incapaz de producir sideréforos. Dicha
mutante tenia insertado el minitransposdn en un sintetasa de péptidos no ribosomales (NRP-
Sintetasa). La estructura quimica del sideréforo se predijo usando herramientas gendmicas
computacionales. La estructura predicha se confirmé por andlisis quimico. Se encontré que los
siderdéforos producidos por H. seropedicae 767 son un conjunto de lipopéptidos anfifilicos, las
serobactinas A, B y C, que varian segun la longitud de la cadena de acido graso. Se demostrd
ademas la actividad bioldgica de las serobactinas como fuentes nutricionales de hierro para H.
seropedicae, siendo los primeros sideréforos caracterizados estructuralmente, producidos por
bacterias enddfitas.

Otro objetivo de esta tesis fue realizar estudios funcionales en genes implicados en el transporte y
regulacién de la producciéon de serobactinas. Mediante técnicas puestas a punto a lo largo del
doctorado se obtuvieron mutantes dirigidos derivados de la cepa Z67, con los cudles se logré

identificar el receptor especifico del complejo Fe*"-serobactina (Hsero_2345), el papel regulador
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de un factor sigma de funcién extracelular (Hsero_2338) y el papel modulador de la expresién de
sideréforos de un transductor TonB-dependiente (Hsero_2337) no implicado en el transporte de
las moléculas. A partir de estos resultados se propone un modelo de transporte y regulacién a
medio camino entre el descrito para los siderdéforos pioverdinas producidos por cepas de
Pseudomonas y el propuesto para los sideréforos ornibactinas producidos por cepas de

Burkholderia.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL

Bacterias endofitas

Historia y definicién

Los estudios pioneros sobre bacterias que residen en el interior de vegetales datan de la década
de 1870 con los trabajos de Pasteur y otros (Revisado por [117]). Sin embargo, la idea dominante
en ese entonces era que la presencia de dichas bacterias se debia a una condicién patolégica
latente. Trabajos posteriores de Perotti [147] y de Hennig vy Villforth [82] demostraron la presencia
de bacterias no dafiinas en hojas, tallos y raices de plantas aparentemente sanas. A partir del afio
1940, surgieron numerosos trabajos sobre bacterias endodfitas y en la década de 1980 se
publicaron los primeros trabajos sobre el aislamiento de endodfitos capaces de fijar nitrogeno
atmosférico, presentes en gramineas de interés agrondmico. Desde entonces, se ha trabajado
mucho con el objetivo de utilizar los endéfitos como biofertilizantes [117, 198]. Actualmente la
idea de que no existen plantas que no posean microorganismos asociados viviendo en su interior
es ampliamente aceptada [162]. La interaccion entre la planta y los enddfitos puede darse en
forma de simbiosis, mutualismo, comensalismo o como una relacion neutral.

La definicion de “enddéfito” mds ampliamente aceptada es la siguiente: los endéfitos son
microorganismos que colonizan y sobreviven en el interior de los tejidos vegetales sin causar
sintomas visibles de dafio o desarrollo de enfermedad en el hospedero [78, 157, 174]. Esta
definicién se aplica tanto para bacterias como para hongos endoéfitos. Desde un punto de vista
experimental, un enddfito verdadero debe cumplir con los tres siguientes requisitos: 1) obtencién
del aislamiento a partir de tejidos vegetales superficialmente esterilizados, 2) identificacion
microscépica del microorganismo en el interior del tejido vegetal y 3) capacidad de re-infectar
brotes esterilizados de la planta hospedera [80, 156, 160]. Se recomienda que aquellas bacterias
en las cuales no se haya podido corroborar alguno de los requisitos sean nombradas como
probables enddfitos.

La gran mayoria de endodfitos bacterianos verdaderos identificados hasta el presente pertenecen al
phyla Proteobacteria, pero también se han aislado representantes de los phyla Firmicutes,
Actinobacteria y Bacteroidetes [157, 160]. Sin embargo, mediante analisis de diversidad
bacteriana independientes de cultivo se observd que la mayoria de los posibles enddéfitos eran no

cultivables [39, 40, 65, 157, 188]. Estos estudios han demostrado también el reto que significa
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describir una comunidad de endéfitos, ya que la composicidon de la misma resulta impredecible
debido a la accién de factores muy estocasticos. A su vez, estas comunidades varian segun el
genotipo, etapa de desarrollo y crecimiento de la planta [80, 91, 114, 195]. De acuerdo a la
definicién, en el caso de las bacterias no cultivables no podrian llamarse estrictamente como
endofitos verdaderos, aunque en general y mientras no haya otro tipo de convencién se acepta
denominarlas genéricamente como endofitos.

Hardoim y colaboradores [80] desglosan esta definicidn segun los estilos de vida y la presencia de
mecanismos moleculares que permitan una exitosa colonizacion y sobrevivencia en el interior
vegetal. Primeramente proponen una separacion entre los endéfitos obligados y facultativos: los
primeros no poseen en su ciclo de vida un estadio fuera del hospedero y sélo pueden sobrevivir en
el interior del mismo; los segundos son aquellos que pueden colonizar habitats diferentes al
interior del tejido vegetal. Dependiendo del modo de invasidon los clasifican en endéfitos
pasajeros, oportunistas y competentes (Fig. 1). Los endéfitos pasajeros son bacterias presentes en
la rizésfera o rizoplano de la planta que colonizan el interior de la planta en forma accidental y se
mantienen en su interior debido a la ausencia de presion selectiva; los endéfitos oportunistas
pueden poseer maquinarias quimiotacticas que les permiten colonizar el rizoplano y después
invadir los tejidos internos de la planta, pero permanecen confinados a tejidos vegetales
particulares externos; los enddéfitos competentes son las bacterias que poseen el acervo genético
necesario (ausente en oportunistas y pasajeros) para colonizar con éxito una planta y sus tejidos
especificos, modulando la fisiologia del vegetal invadido y siendo positivamente seleccionados por
parte del mismo [212].

Las bacterias fitopatdégenas no estarian obviamente incluidas en la definicién de enddfitos. Sin
embargo, existen casos de fitopatdgenos que en ciertos hospederos y/o condiciones ambientales,
desarrollan un estilo de vida tipicamente endoéfito segin esta definicion [80, 212]. A su vez,
distintas cepas de especies clasificadas como enddfitas pueden llegar a desarrollar un estilo de
vida patogénico [95, 172, 214]. A nivel genédmico, tanto enddfitos como fitopatdgenos poseen
genes que codifican para factores de virulencia y la planta puede responder con mecanismos
similares de defensa frente a ambos tipos de bacterias. Basados en estos hechos y para explicar
estos ejemplos, Schulz y Boyle [174] proponen una hipdtesis para la interaccién “pacifica” entre
una planta y un endofito: el balance de antagonismos (Fig. 2). Dicha hipdtesis propone que existe
un balance entre los factores de virulencia de la bacteria y las defensas de la planta que resultan
en una colonizacién asintomatica. Este balance seria un estado momentaneo y de fragilidad

variable, dependiendo de factores bidticos intrinsecos al huésped/hospedero y factores abidticos.
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Figura 1: Clasificacion de enddfitos segiin Hardoim vy col. [82]. Los enddfitos pasajeros

(células rojas) son habitantes del suelo que colonizan el interior de la planta por azar y su
localizacion esta restringida al cortex de la planta. Los enddfitos oportunistas (azules)
pueden ser atraidos especificamente por las raices y formar microcolonias en el rizoplano,
pero la colonizacion de la planta se limita a tejidos externos. Los endofitos competentes
(amarillos) poseen la maquinaria genética necesaria para reconocer e invadir una planta
hospedera, colonizar los tejidos internos y manipular la respuesta de invasion de la planta

para lograr un balance armonioso entre ambos. Adaptado de Hardoim y col. [82].

Aplicaciones biotecnolégicas de los enddfitos

Las aplicaciones descritas para las bacterias endéfitas se muestran resumidas en la figura 3. Una
de las principales caracteristicas que ha llevado a los investigadores a interesarse por los enddfitos
es la capacidad de algunos aislamientos de promover el crecimiento y desarrollo de los vegetales
gue colonizan. A las bacterias, ya sea enddfitas, rizosféricas o simbidticas, que posean esta

capacidad se las denomina genéricamente como Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal
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(BPCV). Los mecanismos de promocién del crecimiento son variados y pueden dividirse en
mecanismos directos o indirectos [73]. Los mecanismos directos mas estudiados son aquellos en
los cuales las BPCV proporcionan o facilitan la adquisicion de un recurso escaso o de dificil acceso
a la planta, principalmente nitrégeno fijado y fosforo soluble. Otro mecanismo por el cual los
endoéfitos favorecen el crecimiento de las plantas de manera directa es la produccidon de
fitohormonas o la modulacién de los niveles de las mismas en el interior celular [73]. Entre las
hormonas producidas o reguladas estan citoquininas, giberelinas, auxinas (como el acido indol

acético) y el etileno.

Factores
o ambientales

Senescencia ..., “ T

Figura 2: Representacion esquematica de la hipotesis del balance de antagonismos en la
relacion planta-microorganismo propuesto por Schulz y Boyle [176]. Dicha hipdtesis plantea
que la relacion armoniosa entre una planta y un enddfito se da por un equilibrio entre las
respuestas de defensa de la planta, los factores de virulencia del enddfito y las condiciones

ambientales en las cuales se da la relacion. Adaptado de Schulz y Boyle [176].
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Figura 3: Aplicaciones y beneficios brindados por los endéfitos y algunos de los mecanismos

utilizados. Basado en Ryan y col. [164].

El nitrégeno fijado es un recurso limitante en casi todos los ambientes, siendo la principal reserva

del mismo el N, presente en la atmdsfera, una forma no asimilable por los vegetales. Unicamente

dentro de los procariotas existen especies capaces de fijar el N, y reducirlo a la forma asimilable
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amonio, mediante un proceso molecular muy complejo y energéticamente costoso: la Fijacién
Bioldgica de Nitrogeno (FBN). Los organismos capaces de fijar bioldgicamente el nitrégeno son
conocidos como diazétrofos. El complejo enzimatico nitrogenasa es quién cataliza la reduccién del
N, [61]. El uso de bacterias diazétrofas como fertilizantes es un alternativa a la producciéon de
fertilizantes quimicos, con la ventaja de poseer un considerable menor costo de produccidn y un
menor impacto ambiental [22]. Es muy conocida y estudiada la interaccién simbidtica entre
plantas leguminosas y el grupo de los rizobios. En esta simbiosis existe un significativo aporte por
parte de la bacteria de nitrégeno fijado a la planta hospedera a cambio de fotosintatos y se estima
gue casi la mitad del nitréogeno total fijado en el planeta se debe a este tipo de simbiosis [69, 75,
92]. El aporte a la planta del nitrégeno fijado proveniente de enddfitos seria bastante menor que
aquél suministrado en la interaccién leguminosa-rizobio [198]. Sin embargo, existen aislamientos
endofitos de gramineas con gran potencial como proveedores de nitrégeno a sus hospederos, por
lo que en la mayoria de los proyectos que buscan BPCV en cultivos de interés, la capacidad de fijar
nitrégeno es una de las caracteristicas mds buscadas en los aislamientos [9, 22, 191]. El
mecanismo por el cual el nitréogeno fijado es transferido a la planta hospedera todavia no ha sido
claramente determinado, siendo probable que ocurra simplemente por un proceso relativamente
ineficiente de muerte y mineralizacidn de las bacterias [92].

Los endodfitos pueden también promover el crecimiento de las plantas indirectamente actuando
como antagonistas de fitopatégenos (denomindndose en este caso como biocontroladores). Al
igual que en el caso de los fertilizantes quimicos y la FBN, el uso de biocontroladores supone una
opcion ambientalmente mas atractiva que los pesticidas quimicos [73, 80]. La acciéon antagonista
de un enddfito sobre un fitopatdégeno puede deberse a la produccién de antibidticos o enzimas
liticas, la competencia por el nicho ecolégico o por la competencia por nutrientes como por
ejemplo el hierro (ver mas adelante). A su vez, un enddfito puede no tener efecto antagonista
directo sobre cierto fitopatdgeno, pero la invasiéon de la planta por parte del mismo puede
despertar la reaccidon de “alerta” conocida como ISR (“Induced Systemic Resistance”) [196]. Una
planta que ha sido inducida a despertar la respuesta de ISR reacciona de una forma mas rapida y
fuerte al ataque de un patdégeno por induccién de mecanismos de defensa.

Ademas de los enddfitos promotores del crecimiento, otros aislamientos han demostrado gran
capacidad para la degradacién de xenobidticos. Se encontréd que plantas crecidas en suelos
contaminados presentaban una poblacién de endéfitos capaces de degradar efectivamente los
contaminantes presentes en el ambiente [80]. Este grupo de enddfitos son altamente

prometedores para su empleo en fitorremediacidn. Una caracteristica atractiva del uso de
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bacterias es la facilidad para la manipulacién genética que poseen las bacterias en comparacion
con las plantas, lo que permite que distintas vias metabdlicas puedan ser modificadas para
mejorar funciones como por ejemplo la biorremediacion.

También, se ha demostrado el potencial de los endéfitos como productores de metabolitos
secundarios de interés médico e industrial. Se ha observado que las propiedades curativas de
algunas plantas medicinales de uso milenario son a causa de metabolitos producidos por las
bacterias residentes en el interior de las mismas y no por la planta en si [126, 127]. Teniendo en
cuenta las 300.000 especies de plantas que existen en la tierra y que cada planta es sede de una o
mas bacterias enddfitas, la oportunidad de encontrar metabolitos nuevos y beneficiosos es
considerable [80].

Aunque ya existen ejemplos de formulaciones comerciales de enddfitos hay dos factores
importantes para tener en cuenta en el desarrollo y comercializacién de estas bacterias. Primero, a
pesar de los prometedores resultados positivos que se obtienen con los promotores de
crecimiento directo y los biocontroladores en condiciones de laboratorio y/o invernadero,
usualmente dichos aislamientos fallan al momento de ser utilizados en el campo. Este fracaso se
debe principalmente a una pobre o insuficiente colonizacién del hospedero. Una mejor
comprensién sobre cdmo las bacterias beneficiosas colonizan nichos diferentes de plantas no sélo
se traducira en un mayor conocimiento sobre las interacciones microbianas de plantas, sino
también dard lugar a un uso mas exitoso y confiable de inoculantes bacterianos [39]. En segundo
lugar, algunos endéfitos pertenecen a géneros y especies bacterianas que incluyen también cepas
fitopatdgenas e incluso patégenos humanos. En la mayoria de los casos estudiados se ha
encontrado que aun perteneciendo a la misma especie bacteriana, los patdégenos poseen
marcadas diferencias a nivel gendmico con respecto a los endéfitos. Se espera que en los préoximos
anos, la profundizacion en el conocimiento de estas diferencias genéticas asi como la comprensién
de los mecanismos implicitos en el balance de antagonismos descrito anteriormente, permita

predecir el potencial patégeno de inoculantes microbianos [39, 174].

Endofitos en la planta de arroz

El arroz (Oryza sativa) es el alimento base de mas del 50 % de la poblacion mundial. Un aumento
en la produccién y rendimientos de este cereal son necesarios para acompafar el crecimiento
sostenido de la poblacion. Dicho aumento debe ser logrado sin incrementar el uso de fertilizantes

guimicos y pesticidas, que causan polucién ambiental y pueden tener un efecto negativo en la
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salud humana. La aplicaciéon de BPCV que actuen positivamente sobre este cultivar es un objetivo
crucial y persistente compartido por muchos laboratorios a nivel mundial [64, 93, 117, 177].
Empleando técnicas ya sea dependientes como independientes de cultivo, se ha identificado una
gran diversidad de géneros bacterianos como residentes del interior de plantas de arroz [65, 114,
117, 177]. En los casos en que se ha logrado cultivar estas bacterias, los aislamientos fueron
obtenidos de tallos, hojas, raices y hasta semillas, y una considerable parte de ellos presentaron
capacidad de fijar nitrégeno. La mayoria de estos géneros estaban también presentes en la
rizésfera, rizoplano o filoplano de la planta de arroz, por lo que se supone que el origen de la
comunidad endofitica de la planta ingresaria a la misma a través estomas, heridas o lugares de
emergencia de las raices laterales, como se ha descrito para otras plantas [157]. Igualmente existe
una fuerte evidencia de transmision vertical de bacterias endodfitas a través de las semillas de
arroz. La permanencia de las bacterias en las semillas y la inmediata colonizacién de la planta
recién germinada puede resultar una ventaja a la hora de competir con el resto de la poblacién de
enddfitos.

Se han encontrado cepas con capacidad de promover el aumento de la biomasa y el rendimiento
en la produccién de granos de plantas de arroz, pertenecientes a diferentes especies de los
géneros Herbaspirillum, Serratia, Burkholderia, Rhizobium y Pantoea. Una cepa de Burkholderia ha
demostrado ser eficiente como biocontroladora del fitopatégeno Burkholderia glumae y dos cepas
de rizobios aun no identificadas a nivel de especie, producen compuestos capaces de despertar
una respuesta de defensa sistémica y proveer proteccidon contra el hongo Rhizoctonia solani.
Todas estas respuestas beneficiosas fueron obtenidas en ensayos en condiciones gnotobidticas de
laboratorio o en invernaculo [117].

Como se dijo anteriormente el éxito de estos aislamientos en ensayos de campo dependerd
mucho de las capacidades competitivas de los mismos frente a la poblacién microbiana nativa del
suelo o a las comunidades ya establecidas en la planta. La identificacion de factores necesarios
para una efectiva colonizacién han surgido fundamentalmente a partir de estudios con mutantes
isogénicas de cepas de interés realizados en condiciones gnotobidticas. Recientemente, un
acercamiento metagendmico de endéfitos de raices de arroz permitiéd tener una vision mas
general sobre dichos factores incluyendo aquellos provenientes tanto de bacterias cultivables
como no cultivables [177]. En la figura 4 se encuentran esquematizados los diferentes mecanismos
propuestos por Sessitsch y col. [177], como involucrados en la interaccion de un endéfito con

raices de plantas de arroz.
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Figura 4: Funciones, proteinas y genes probablemente utilizados por los enddfitos de arroz
en su interaccion con la planta. Dichas funciones se basan en los datos del metagenoma de
enddfitos de arroz de Sessitsch y col. [179]. La figura representa un solo microorganismo
pero las funciones representadas estan repartidas en todo el metagenoma y no presentes

todas ellas en una sola célula. Adaptado de Sessitschy col. [179].
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Herbaspirillum seropedicae: un endoéfito modelo

El género Herbaspirillum

Debido a sus caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y habitat, los primeros aislamientos del
actual género Herbaspirillum fueron clasificados como Azospirillum [172]. Mediante estudios de
hibridaciéon ARN-ARN se demostrd que los aislamientos no estaban emparentados con ese género
y se clasificaron como pertenecientes a un nuevo género: Herbaspirillum (del latin Herbas: planta
herbacea; spirillum: pequefo espiral, o sea: bacterias con forma de pequefas espiras aisladas de
plantas herbaceas) [8, 128]. Las primeras cepas de este género, fueron aisladas del interior de las
gramineas (familia Poaceae) arroz, sorgo y maiz y se denominaron como H. seropedicae. El
nombre de la especie hace referencia al lugar de donde fueron aisladas, en el Centro Nacional de
Agrobiologia EMBRAPA, Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil [8].

El género Herbaspirillum pertenece al grupo de las B-Proteobacterias y comprende actualmente
14 especies aceptadas. De esas 14 especies Unicamente 5 han sido aisladas del interior de plantas:
H. seropedicae (arroz, sorgo, maiz, cafia de azuUcar, pasto kallar, banana y anand), H.
rubrisubalbicans (cafia de azUcar), H. frisingense (Miscanthus y Pennisetum), H. lusitanum
(Phaseolus vulgaris) y H. hiltneri (trigo). Con excepcion de esta Ultima, las otras cuatro especies
son bacterias diazdtrofas. Por su parte, H. rubrisubalbicans puede ser un patdgeno moderado de
variedades susceptibles de cafia de azlcar y sorgo. Las restantes 9 especies descritas han sido
aisladas de muestras de agua y suelos contaminados y no contaminados. Ninguna de estas
especies es capaz de fijar nitréogeno. Otro grupo de aislamientos de Herbaspirillum aun no validado
como especie contiene aislamientos de muestras clinicas. La caracteristica de poseer dentro del
mismo género especies que interaccionan con plantas, fijadores de nitrégeno, aislamientos
clinicos y degradadores de contaminantes es compartida con otros géneros de las B-
Proteobacterias como Burkholderia, Ralstonia y Azoarcus [128, 172].

Dentro del género, las cepas mds estudiadas a nivel molecular, fisiolégico y microscépico en vida
libre como en asociacidon con plantas son H. seropedicae 767, aislado de arroz, y H. seropedicae
SmR1, un mutante espontdneo resistente a estreptomicina de la cepa Z78 aislada de sorgo. El
genoma de esta ultima cepa fue secuenciado y publicado [146]. El genoma de la cepa 267 también
fue secuenciado por el mismo grupo y ambos genomas presentan Unicamente diferencias de

simple nucledtido (comunicacién personal, Emanuel de Souza).
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Estudios de promocién del crecimiento en arroz y cafia de azlUcar demostraron que existe un
incremento significativo en la biomasa total de plantas inoculadas [10, 93]. La promocidn de
crecimiento fue dependiente de la variedad de hospedero estudiado, por ejemplo, H. seropedicae
Z67 aumento el peso de raices y tallos e incrementé los niveles de C y N en variedades de arroz
tolerantes al aluminio, pero no en aquellas variedades sensibles [77]. Estos autores explican la
diferencia observada por el hecho de que las variedades tolerantes al aluminio, secretan mayor
cantidad de acidos carboxilicos por sus raices, favoreciendo el crecimiento de las bacterias.

Por la disponibilidad de los genomas y la capacidad demostrada de incrementar la biomasa de sus
hospederos, ambas cepas de H. seropedicae son un modelo valioso para el estudio de bacterias
diazotroéfas, Utiles para entender las complejidades de la promocion del crecimiento vegetal,

particularmente de miembros de la familia Poaceae.

Mecanismos de colonizacién e invasion del hospedero por H.seropedicae

Las cepas de H. seropedicae han sido aisladas de la rizésfera, interior de raices y tallos de
diferentes plantas fundamentalmente pertenecientes a la familia Poaceae. También son capaces
de llevar un estilo de vida epifito ya que pueden colonizar la superficie de las hojas de las plantas
[128]. Trabajos hechos en campo como en laboratorio demostraron que la abundancia de
bacterias epifitas es similar a la de enddfitas [93].

En la figura 5 se presenta un esquema de la colonizacion de una graminea por parte de H.
seropedicae. Los compuestos carbonados secretados a la rizdsfera por la planta iniciarian,
mediante una atraccién quimica de las bacterias, la interaccion de H. seropedicae con su
hospedero. Es probable también que, como en la interaccidn rizobio-leguminosa, exista una
comunicacion molecular entre la planta y H. seropedicae a través de flavonoides como la
naringenina [118, 189]. Una vez en contacto con las raices, la adhesion se da preferentemente en
la zona alrededor de los pelos radiculares, observandose a veces protrusiones desde las bacterias,
lo que indicaria modificaciones de la pared celular.

El ingreso a los tejidos internos de la raiz se observd, en condiciones de laboratorio, a nivel de la
emergencia de raices laterales y de la zona de elongacidén [93]. Otros autores han visto que la
colonizacién interna comienza en heridas o fracturas de la epidermis. Estas discontinuidades
pueden ser mas abundantes en el campo, donde existen particulas que pueden generar estas
heridas mediante friccion.

Otro factor descrito como importante para la colonizaciéon del interior de las plantas, es la

produccidon de enzimas degradadoras de la pared vegetal, como celulasas y pectinasas. Se ha
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encontrado que H. seropedicae tiene una baja actividad celulolitica y pectinolitica in vitro, sin
embargo, en el genoma de H. seropedicae SmR1 no se han encontrado genes que codifiquen para
celulasas, pectinasas u otras enzimas degradadoras de pared, indicando que esta bacteria puede

poseer proteinas no descritas previamente que cumplan con estas actividades [146].

Figura 5: Colonizacion de plantas hospederas por Herbaspirillum seropedicae. La asociacion
de H. seropedicae (manchas rojas) con plantas hospederas bajo condiciones de laboratorio
comienza con la quimiotaxis de las bacterias a la raiz de la planta y la adhesion a las
superficies de la raiz, preferentemente a los pelos radiculares (1). La mayoria de las
bacterias permanecen en las superficies de la raiz, pero algunas células penetran a través
de las discontinuidades de la epidermis, como por ejemplo la zona de elongacién (2a) y la
zonas de emergencia de las raices laterales (2b), y a continuacion, se produce una rapida
ocupacion de los espacios intercelulares de la raiz , junto con la colonizacion de aerénquima
(en el arroz) y el xilema (3). Algunas bacterias se desplazan desde las raices hasta las partes
aéreas en el xilema (4), y eventualmente colonizan los brotes (5) y hojas (6), donde pueden
encontrarse en los espacios intercelulares y en las cavidades subestomales. Adaptado de

Monteiro y col. [130].
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Después de la penetracion se produce la colonizacién de los tejidos internos de la planta (Fig. 6).
Esta colonizacion interna por H. seropedicae ha sido estudiada principalmente en arroz, maiz y
cafa de azlcar, pero hay que sefalar que la mayoria de estos estudios basados en la microscopia,
se realizaron con plantas crecidas en condiciones gnotobidticas y estos ensayos podrian no ser
representativos de lo que realmente sucede en el campo [128]. Sin embargo, tomados en
conjunto, la consistencia de los datos obtenidos en gran nimero de laboratorios en ensayos in
vitro o invernadero, brindan una buena idea sobre cdmo estas bacterias pueden entrar y colonizar
sus diferentes hospederos. En cana de azlcar, H. seropedicae, luego de su entrada a través de la
raiz, coloniza espacios intercelulares y llega a invadir el xilema [94]. De manera similar en arroz, las
bacterias ingresan por la emergencia de raices laterales, colonizan espacios intercelulares de raiz,
aerénquima y xilema, para posteriormente trasladarse a tallos y hojas [96]. La ocupacién de los
tejidos internos se produce muy rdpidamente, alrededor de dos dias después de la inoculacidn, y
puede ser mds o menos extensa en funcion de la variedad de arroz. Mas recientemente, la cepa H.
seropedicae RAM4, modificada genéticamente para expresar constitutivamente una proteina rojo
fluorescente, fue utilizada para estudiar la colonizaciéon de maiz [130]. Veinticuatro horas después
de la inoculacién se observé claramente la colonizacion de la endodermis y el cilindro central y
después de 72 horas, las bacterias ya estaban presentes en los vasos del xilema.

En contraste con la extensa informacidn histolégica sobre la colonizacion, los mecanismos
moleculares de las interacciones de H. seropedicae con sus plantas hospederas son poco
conocidos. Se ha demostrado funcionalmente la importancia de los lipopolisacaridos (LPS) [128].
Los LPS forman una interface entre la pared celular y el medio ambiente, sugiriendo que cumplen
un importante papel en la comunicacidon de las bacterias con las plantas. En trabajos realizados
con plantas de maiz se encontré que mutantes de H. seropedicae defectuosos en la produccién de
LPS presentaban una reduccion de 90% en la adhesion de las bacterias a la superficie radicular en
comparacion con la cepa salvaje. Dichos mutantes, mostraron también una menor colonizacién
interna y una mayor sensibilidad frente a los mecanismos de defensa de las plantas [11]. Por otro
lado, mutantes en el gen ampG que codifica para una permeasa de péptidos de mureina,
mostraron alteraciones en su perfil de LPS y redujeron 10 veces la colonizacién interna de plantas
de maiz [189]. Los genes de biosintesis de los LPS estaban regulados por sefiales quimicas
derivadas de las plantas, incluyendo flavonoides, metabolitos de defensa e iones de calcio [11,
189], lo que refuerza la evidencia de la importancia de los LPS en la interaccidn de H. seropedicae

con sus plantas hospederas.
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Figura 6: Evidencia microscopica de la colonizacion de plantas por H. seropedicae.

Microscopia de luz (A, Bar= 20 um) y microscopia electronica de transmision (TEM) (B, Bar=
2 um) de seccidn transversal a través de una raiz principal de pléantulas de arroz 2 dias
después de inoculadas con H. seropedicae Z67. La raiz esta fuertemente colonizada por
bacterias (flechas), que se encuentran principalmente dentro del aerénquima (a).

Microscopia de luz transmitida (C) y microscopia de fluorescencia confocal (D) de una
seccion transversal de las raices de Phaseolus vulgaris luego de un dia de inoculacion con la
cepa H. seropedicae RAM4, que muestra la adhesion al pelo radicular y la colonizacion del

espacio intercelular. Bar= 15 um. Tomado de Monteiro y col. [130].

La respuesta de la planta frente a la invasién de H. seropedicae se estudid en arroz y cafa de
azucar, demostrandose que dicha respuesta varia segun el genotipo de la planta estudiada y que

existe un reconocimiento del endéfito como un invasor no patégeno [27, 128, 199].
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En plantas de cafia de azlcar, la invasién por H. seropedicae provocd una disminucién en los
niveles de ARNm del gen SHR5, que codifica para una proteina que pertenece a la familia de las
LRR-RLK, proteinas de membrana que responden a sefiales extracelulares (como la presencia de
un patdégeno) generando una respuesta intracelular. Los niveles de dicho ARNm no disminuyeron
ni en los controles no inoculados, ni en las plantas inoculadas con cepas patdégenas [199]. La
modulacion de los niveles hormonales en la planta es una estrategia utilizada por patégenos y
enddfitos con el fin de optimizar la colonizacidn [197]. Se demostrd también que la invasién por H.
seropedicae de plantas de cafia de azlcar produce una variacién en los niveles de expresion de
receptores de la hormona etileno y de factores de transcripcidn de respuesta a la misma [38].

En el arroz, el primer grupo de proteinas identificado como expresado diferencialmente debido a
la presencia del endéfito fue el de la familia de proteinas P450 [27], involucradas en muchos
procesos vegetales, y cuya expresion es regulada por varios factores externos. Se ha propuesto
gue la funcién de alguna de estas proteinas es limitar la proliferacién de patégenos. Aunque estos
estudios se realizaron en un modelo de interaccién benéfico entre H. seropedicae y arroz, estas
proteinas pueden cumplir el papel de mantener un nimero armonioso de bacterias, pudiendo ser
actores principales del balance de antagonismos descrito anteriormente [174]. En cuanto a genes
involucrados en la modulaciéon hormonal, diferentes genes del arroz anotados como probables
receptores de etileno presentaron alterada su expresion frente a la inoculacion de H. seropedicae,
pero dicho resultado varié segun el genotipo de arroz estudiado. Otros genes que presentaron
diferencias frente a la inoculacién, y diferencias segin el genotipo de la planta, fueron los
relacionados con el metabolismo de auxinas, como el acido indol acético (IAA, “Indol Acetic Acid”).
Por otra parte, genes involucrados en mecanismos de defensa (altamente expresados en plantas
no inoculadas) presentaron una disminucién significativa de su expresidon cuando las plantas
fueron inoculadas con H. seropedicae. Entre ellos el gen que codifica para la proteina PBZ1,
considerado un marcador molecular de la respuesta de defensa en arroz asi como varios genes
gue codifican para tioninas, también descritas como involucradas en la defensa de arroz, cebada y

caia de azucar [27].

El genoma de H. seropedicae
El genoma de la cepa H. seropedicae SmR1 se secuencid y anotd por el Programa Genémico del

Estado de Parang, Brasil (Genopar, www.genopar.org). La secuenciacion se obtuvo mediante una

combinaciéon de secuenciado Sanger y el uso del pirosecuenciador 454 FLX Titanium® (Roche)

obteniéndose una cobertura de 100 veces el tamafio estimado del genoma [146].
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Este genoma consiste en un Unico cromosoma circular de 5.513.887 pares de bases con un 63,4%
de contenido G+C, 4.735 probables marcos abiertos de lectura (Open Reading Frames, ORFs), que
codifican para 3.108 proteinas con funcién asignada, 497 con funcién predicha y 1.130 con funcién

desconocida. En la figura 7 estd representado el genoma de esta bacteria.
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Figura 7: El genoma de H. seropedicae SmR1. Desde el interior hacia el exterior: 1)
contenido G+ C; 2) sesgo GC; 3) los genes codificados por color de acuerdo a las categorias
funcionales del COG, los genes de la cadena + y la cadena - estan representados en el
interior y exterior de los circulos, respectivamente, 4) operones de ARNr ; 5) regiones
probablemente adquiridas por transferencia horizontal; 6) regiones del genoma de H.
seropedicae idénticas a secuencias del ricino (Ricinus communis) (minimo de 200 pb de

longitud y superior al 90% de identidad). Tomado de Pedrosay col. [148].
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Se identificaron un total de 18 regiones probablemente adquiridas por transferencia horizontal. La
mas extensa de estas regiones posee un mayor contenido G+C (66,4%) que el genoma y contiene
33 ORFs relacionados con el empaquetado de capside, la regulacidn y la transcripcion de genes de
fagos. La segunda regién mas grande tiene un menor contenido de G+C (58,1%) y posee 52 ORFs,
muchos relacionados con el fago P2. También se encontraron dos genes parciales y dos completos
de posibles transposasas, 5 de recombinasas/integrasas relacionadas con fagos y 2 de
recombinasas/integrasas gendmicas. El nimero relativamente bajo de genes relacionados con
elementos moviles parece ser algo compartido en los genomas de las bacterias endéfitas, con
excepcion de Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5 [19].

H. seropedicae es capaz de crecer con monosacaridos, etanol y acidos organicos como fuentes de
carbono, pero no puede hacerlo con oligo- o polisacdridos [146, 172]. Toda la bateria necesaria
para el catabolismo de estos compuestos estd presente en su genoma, asi como los genes
implicados en las vias necesarias para la gluconeogénesis. También sintetiza poli-3-hidroxibutirato
(PHB) en condiciones de fijacién de nitrégeno, y el peso acumulado de PHB puede alcanzar el 60%
del peso seco total [37]. Un total de 13 genes relacionados con la biosintesis y degradacién de PHB
estdn presentes en el genoma. Todos los genes necesarios para la biosintesis de los 20
aminodcidos proteinogénicos estan presentes, sin embargo, H. seropedicae, crece pobremente
con aminodacidos como fuente de carbono. A partir del analisis de la secuencia gendmica se puede
especular que este hecho podria deberse a que las vias de degradacion de aminoacidos estan
incompletas y a que carece de algunos de los transportadores especificos.

Considerando los mecanismos descritos como necesarios para el desarrollo de vida endéfita (Fig.
4), sorprendentemente H. seropedicae carece de genes que codifiguen para enzimas
degradadoras de pared celular, por lo que es probable que colonice el interior de sus hospederos
solo a través de discontinuidades de la epidermis. Sin embargo, una baja actividad celulolitica fue
detectada en H. seropedicae en ensayos in vitro [93]. Esta actividad podria deberse a la presencia
de enzimas de funcion desconocida o de enzimas que presenten mas de una funcién.

Las hemaglutininas y hemolisinas son proteinas citotdxicas presentes en patdgenos animales, sin
embargo también se han encontrado genes homdlogos en bacterias que interaccionan con
plantas. El genoma de H. seropedicae posee 20 genes relacionados con estas enzimas tres de los
cuales poseen un dominio de tipo adhesina y 9 genes adicionales que codifican para proteinas
accesorias de los mismos. Se especula que los productos de estos genes podrian ser utilizados en

la adhesion a la raiz [146].
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Se identificaron en el genoma genes probablemente implicados en sistemas de exportaciéon de
proteinas dependientes del translocon SecYEG, independientes del mismo y del tipo TAT (“Twin-
arginine Translocation”) [71]. Es llamativa la presencia del sistema de secrecién de tipo 3 (T3SS,
“Type 3 Secretion System”) ya que este sistema ha sido descripto como utilizado por
fitopatdgenos para inyectar proteinas efectoras en el citoplasma de las células vegetales y asi
modificar su metabolismo a beneficio del patdégeno [32]. Sin embargo también fue encontrado en
bacterias promotoras del crecimiento como es el caso de Rhizobium NGR234, donde es esencial
para el establecimiento de la simbiosis con su planta hospedera [146]. Estudios preliminares no
han demostrado que el sistema T3SS de H. seropedicae cumpla algun papel esencial en la
interaccidn con la planta [128].

Basandose en los datos del genoma, la fijacion de nitrégeno y la modulacién de los niveles
hormonales de la planta son probables mecanismos utilizados por H. seropedicae para promover
el crecimiento de sus hospederos. Utilizando una cepa que contenia la fusidon nifH::gusA se
comprobd mediante microscopia que dicho gen era expresado en el interior de plantas de arroz,
maiz, sorgo y trigo (Fig. 8) [158]. Sin embargo, la inoculaciéon con una mutante nifH en plantas de
arroz incrementd el peso seco de la raiz al mismo nivel que la salvaje, sugiriendo que dicha
promocién no se da Unicamente por fijacién de nitrogeno [128, 158]. En el genoma, se
encontraron 4 posibles vias de sintesis de IAA a partir de triptéfano, asi como un gen que codifica
para una ACC deaminasa, que competiria con la ACC oxidasa, modulando asi los niveles de etileno
en el interior celular. La figura 9 muestra esquematicamente los sistemas posiblemente
involucrados en la interaccién de H. seropedicae con la planta predichos a partir del andlisis del

genoma bacteriano.

Fijacion de nitrégeno en H. seropedicae

La reduccion de nitrogeno atmosférico N, es una reaccién catalizada por el complejo enzimatico
nitrogenasa. Existen tres variedades homodlogas de nitrogenasa: la Mo-Fe, |la V-Fey la Fe-Fe. Entre
ellas, la mds estudiada es la Mo-Fe nitrogenasa, y en especial la producida por Azotobacter
vinelandii. En esta bacteria, este complejo estd compuesto por dos metaloproteinas: la Fe-
proteina (NifH) y la Mo-Fe-proteina (NifDK). La Fe-proteina es un y2 dimero que contiene un
cluster FesS,; y dos sitios de unién a ATP. La Mo-Fe-proteina es un tetramero a22 que posee
cuatro centros metalicos por cada tetramero: dos P-clusteres (FegS;) y dos M-clusteres (MoFe;SoC-

homocitrato) (Fig. 10), totalizando 34 dtomos de hierro por molécula [89].
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Figura 8: Expresion de pnif::gusA en H. seropedicae LR15 en gramineas colonizadas. Las
plantulas fueron inoculadas con H. seropedicae, tefiidas con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-

L-D-glucurdnido y analizados por microscopia de luz. A, B: raiz de trigo, 12 dias después de
la inoculacion (A) y raiz de maiz, 10 dias después de la inoculacion (B), mostrando la
actividad GUS cerca de los sitios de emergencia de las raices laterales (flechas). C: Expresion
de pnif::gusA (flechas) en el material mucilaginoso externo de raiz de arroz, 8 dias después
de la inoculacién. D: Las células bacterianas que expresan los genes nitrogenasa en un
espacio intercelular de corteza de la raiz del maiz. E: Magnificacion superior de D. F, G:
células bacterianas individuales que expresan pnif::gusA (flechas) en el tejido vascular de
los tallos de maiz y arroz, 8 y 15 dias después de la inoculacién, respectivamente. H:
Expresion de pnif::gusA por H. seropedicae (flechas) dentro de hojas de trigo, 10 dias
después de la inoculacion. Las barras representan 50 um (A, B) 0 10 um (C-H ). Tomado de

Roncato-Maccarivy col. [160].
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Figura 9: Funciones, proteinas y genes probablemente utilizados por H. seropedicae en su

interaccion con la planta, segin datos del genoma. Tomado de Pedrosa y col. [148].

La produccién de un complejo nitrogenasa activo requiere la expresién de al menos 20 genes,
incluyendo los genes estructurales, los genes regulatorios y los necesarios para la formacidn de los
cofactores, lo que conlleva un gasto metabdlico considerable. En H. seropedicae, los genes
estructurales de la nitrogenasa estan incluidos en el operon
nifHDKENXHsero_2847Hsero_2846fdxA, siendo nifH quién codifica para la Fe-proteina, y nifDK
para la MoFe-proteina [104, 146, 181]. Este operdn, junto a genes adicionales de maduracién y
ensamblado del complejo nitrogenasa suman 46 ORFs agrupados en al menos siete operones,
conformando una region de aproximadamente 40 kb (Fig. 11) [55, 146]. Dos caracteristicas
sugieren que la region responsable de la fijacion de nitrégeno (region nif) fue adquirida por H.
seropedicae mediante transferencia horizontal: primero en ambos extremos de esta regidn existe

un gen parcialmente duplicado (gloA) con 93% de identidad; segundo, corriente arriba de la regidon
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nif, existe una secuencia reminiscente de un gen de una transposasa. Ilgualmente el porcentaje GC

de esta region (63%) no es diferente al resto del genoma.

R |
M-cluster @ )
P-cluster @ e MgADP« AIF

[Fe;Sal chuster [Fe,S,] cluster

MgADP. AIF 2 8 P-cluster

Figura 10: Estructura cristalografica del complejo nitrogenasa. A) Estructura del complejo
NifHDK con ADPeAIF,  y B) posiciones relativas de los componentes que participan en el
flujo de electrones. Las dos y subunidades de NifH son de color gris y de color marrdn claro
y las subunidades a-y B- de NifDK son de color rojo y azul claro, respectivamente. Los
atomos son de color : Fe, naranja, S, amarillo, Mo, cyan, O, rojo, C, gris, N, de color azul

oscuro, Mg, verde, Al, beige, F, de color azul claro. Tomado de Hu y Ribbe [91].

La reaccién llevada a cabo por el complejo nitrogenasa es altamente costosa del punto de vista
energético, ya que se utilizan 8 moléculas de ATP por cada molécula de amonio formada (16 por
cada molécula de N, reducida). A su vez, la fijacidn de nitrégeno es sensible a la presencia de O,.
Debido a estas razones, los microorganismos diazétrofos desarrollaron intrincados mecanismos de
regulaciéon de la expresién y actividad de la FBN, con el fin de no fijar N, si existe otra fuente de N

utilizable en el medio o el balance C/N es desfavorable, si la tensidon de O, no es la adecuada para
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el correcto funcionamiento del complejo nitrogenasa o si la disponibilidad de metales no es la

Optima [55].
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Figura 11: Organizacion estructural del grupo de genes nif y fix en el genoma de H.
seropedicae. Las flechas indican los genes, triangulos abiertos mutantes caracterizados y sus
fenotipos. -Fe y -Mo indica fenotipo negativo de fijacion (Nif-) en condiciones de baja
disponibilidad de hierro o de molibdeno, respectivamente. pA y pC indican promotores
dependientes de NifA o de NtrC previamente caracterizados, respectivamente. p indica
probable promotor dependiente de NifA inferido por anélisis de secuencias. Los humeros
indican los genes anotados segun el genoma de H. seropedicae. Tomado de Chubatsu y col.

[56].

En particular, la expresién de los genes nif depende del factor o> y del activador transcripcional
NifA. La proteina NifA fue descrita primeramente en Klebsiella pneumoniae y se encuentra
presente en todos los diazétrofos de las a-, B- y y-Proteobacterias [123]. NifA es un activador
transcripcional dependiente del factor °*, por lo que todos los promotores dependientes de NifA
poseen en la posicién -24/-12 la secuencia consenso de reconocimiento de este factor o (5
TGGCAC-N5-TTGCA 3’). Estos promotores poseen también sitios especificos de unién para NifA
(TGT-N10-ACA) tipicamente localizados unos 80 a 100 pb corriente arriba de los sitios -24/-12.
Estos promotores no pueden iniciar la transcripcién sin la presencia de NifA activo. Una vez unido

a su sitio, y mediante un doblamiento del ADN facilitado por la proteina IHF (“Integration Host

F. Rosconi 2013, Tesis de doctorado Pagina 32



Introduccion general

Factor”), el regulador NifA hace contacto con la ARN-polimerasa y causa la formacién del complejo
abierto de transcripcidn, mediante hidrélisis de ATP.

Como la mayoria de los activadores transcripcionales dependiente del factor o> NifA de H.
seropedicae posee tres dominios (Fig. 12) [55]. El dominio N-terminal posee un dominio GAF
(nombre proveniente de algunas de las proteinas donde se encuentra este dominio:
fosfodiesterasa especifica de cGMP, Adenilil ciclasas y FhlA), y su similitud con otras proteinas NifA
es muy baja [182]. El dominio central es el responsable de la interaccién con la holoenzima ARN
polimerasa conteniendo el factor 6°* y el de la hidrdlisis de ATP [67]. El dominio C-terminal posee
un motivo de hélice-vuelta-hélice responsable de la unién al ADN [132]. El dominio central y N-
terminal estan separados por un separador interdominio. Al igual que en otras proteinas NifA
presentes en a- y B-Proteobacterias, la proteina NifA de H. seropedicae posee cuatro cisteinas
conservadas esenciales para su actividad, dos en el dominio central y dos en el separador
interdominio, supuestamente involucradas en la coordinacidn de un sitio de uniéon a metal [55, 68,

141]. Existe evidencia preliminar de que este sitio corresponde a un cluster Fe-S [55].

Nt GAF [ AAA HTH - Ct

||]||

C414 C426 (446 C451

Figura 12: Estructura de la proteina NifA de H. seropedicae. Se muestra el dominio GAF
involucrado en la regulacion por NH,*, el dominio AAA-ATPasa, involucrado en la
interaccion con la ARN polimerasa y en la hidrélisis de ATP, el dominio de reconocimiento
de ADN de estructura hélice-vuelta-hélice, y las cuatro cisteinas conservadas

probablemente involucradas en la coordinacion de un clister 4Fe-4S.

La regulacidn de los genes nif en respuesta a la disponibilidad de amonio comienza con la accién
de la proteina NtrC, que al igual que NifA, es un activador transcripcional dependiente del factor
ot [55, 123]. Cuando la disponibilidad de N en forma de amonio es limitada, la proteina NtrC
fosforilada activa la transcripcidn de genes involucrados en mecanismos alternativos de
adquisicion de N, entre ellos el gen nifA. La presencia de amonio también regula post-
traduccionalmente la actividad de NifA, por medio de un mecanismo en el que intervienen la

proteina GInK del tipo PIl y el dominio GAF N-terminal de NifA. En este mecanismo el complejo
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GInK-UMP-NifA es la forma activa de la proteina. Un rapido aumento de la disponibilidad de
amonio provoca la desuridilacién de GInK generando el complejo inactivo GInK-NifA. Un tercer
nivel de regulacién de la fijacién de nitrégeno por presencia de amonio es a nivel del complejo
nitrogenasa, un proceso reversible conocido como “switch off”. En H. seropedicae las proteinas
GInK y AmtB estarian involucradas en este proceso mediante un mecanismo poco conocido [137,
138]. La figura 13 muestra un modelo de la regulacidn por presencia de amonio de los genes nif en

H. seropedicae.
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Figura 13: Modelo de la regulacion transcripcional de la fijacion de nitrogeno en H.
seropedicae. GInB se expresa constitutivamente a partir de un promotor dependiente de
6’ En altos niveles de nitrogeno fijado, el aumento en la concentracion de glutamina
induce la deuridilacion de GInB por GInD. En tales condiciones, NtrB inactiva a NtrC por
desfosforilacion (izquierda). Cuando el nivel de nitrogeno fijado es bajo, NtrB cataliza la
fosforilacion de NtrC, que activa la transcripcion de los genes blanco, tales como nifA y el
operon nlmAginKamtB. En estas condiciones, las proteinas GInB y GInK estan
completamente uridiladas por GInD. GInK uridilada activa a NifA, que a su vez activa la
transcripcion de los otros genes nif y por lo tanto permite la biosintesis de la nitrogenasa

(derecha). Adaptado de Chubatsu y col. [56].
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Ademas del sitio de unién a NtrC, el promotor del gen nifA posee dos sitios de unién para el propio
producto del gen de forma que la accién concertada de NtrC, NifA e IHF modulan la expresion del
mismo [204, 205]. La regulacién de los genes nif en respuesta a los niveles de O, ocurre
directamente sobre la proteina NifA [183]. Aunque no del todo demostrado, se postula que un
aumento en la concentracién de O, inactivaria la proteina actuando sobre el probable cluster Fe-S
coordinado por las cuatro cisteinas conservadas, [68, 213]. Las cisteinas conservadas no son
esenciales para la unién de NifA al ADN, por lo que la inactivacién por O, no afectaria esta
actividad [141]. Debido a que NifA activa en parte su propia expresion, la inactivacién provocada
por la presencia de O, se traduce en una disminucion de un 50% de la expresidn del gen nifA
[205]. Otro factor presumiblemente involucrado en la respuesta a O, es Fnr, el principal regulador
responsable de activar el cambio de un metabolismo aerobio a uno anaerobio en Escherichia coli
[129].

Como se menciond anteriormente, la nitrogenasa posee en total 34 datomos de hierro. No es
sorprendente que la disponibilidad de hierro imponga restricciones en la expresion, ensamblado
y/o actividad del complejo nitrogenasa en microorganismos diazétrofos. En concordancia con
esto, Klassen y col. [103] demostraron que la actividad nitrogenasa de H. seropedicae se vuelve
dependiente de los productos de los genes nifXHsero 2847 cuando la bacteria es crecida en
medios limitados en hierro. A su vez, se observé que la actividad de la proteina NifA de H.
seropedicae truncada en su dominio N-terminal expresada heterdlogamente en E. coli estaba

modulada por los niveles de hierro [183].

Sistemas de adquisicion de hierro mediados por sideroforos en bacterias

Importancia bioldgica del hierro

El hierro es un elemento utilizado por diferentes proteinas como cofactor o grupo prostético,
siendo numerosos los procesos metabdlicos claves que dependen de este metal para su
funcionamiento. Ademas de la ya descrita FBN, la respiracion, fotosintesis, ciclo de Krebs,
tolerancia al estrés oxidativo, biosintesis de aminodcidos, acidos nucleicos y transporte de
oxigeno, utilizan hierro como cofactor en una o varias de las enzimas implicadas en estos procesos
[42]. Una de las razones de su participacién en una gran diversidad de reacciones enzimaticas es la

amplia gama de estados de oxidacién que posee que van desde el -2 al +6 siendo los estados +2
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(ion ferroso) y +3 (ion férrico) los mas comunes. Este par redox tiene un potencial de reduccion
estandar de 0,77 V en el agua, muy cerca del par redox O,/H,0. Es asi que el hierro era muy
importante durante las primeras etapas de la evolucién como aceptor final de electrones, y sigue
cumpliendo esta funcién durante la reduccién microbiana de Fe*, un proceso clave de muchos
ciclos biogeoquimicos [124]. Ademas, varios reguladores transcripcionales (por ejemplo Fur y Per
en bacterias) y pos-transcripcionales (IRP en mamiferos) interactian con el hierro para detectar su
nivel intracelular o el estado de estrés oxidativo, con el fin de controlar de manera eficiente la
expresion de una amplia variedad de genes implicados principalmente en la adquisicion de hierro
o en la proteccién frente a especies reactivas de oxigeno (ROS, “Reactive Oxygen Species”) [125].

Es el cuarto elemento mas abundante en la Tierra, constituyendo el 5% de la corteza terrestre, por
lo que se considera que estaba altamente biodisponible durante el desarrollo de la vida en el
primitivo planeta anaerobio. Con la aparicion de la fotosintesis oxigénica, el O, comenzd a
acumularse en la atmdsfera alrededor de 2.4 miles de millones atras, un evento que se conoce
como la “Gran Oxidacidon”. Las formaciones de hierro bandeado (BIFs), presentes en rocas
sedimentarias precambricas alrededor del mundo, son el registro geoldgico que sefala la
transicion de un mundo anaerdbico a la moderna Tierra aerdbica. Este registro, también marca el
cambio donde la biodisponibilidad de hierro pasé de la abundancia a la escasez, condicion que se
mantiene hasta nuestros dias [42]. Esto se debe a que en presencia de O, y a pH neutro a basico,
el ion Fe®" soluble es oxidado a ion Fe** el cual reacciona con el agua formando complejos
poliméricos de hidréxido férrico (Fe,03 x nH,0) muy poco solubles y muy estables, llevando a una
concentracién de Fe** libre de 10° a 10" M dependiendo del pH del medio [125]. Tipicamente, las
bacterias precisan de concentraciones micromolares de hierro para crecer por lo tanto han
desarrollado diversas estrategias para obtener y competir por el poco hierro disponible en el

ambiente [5, 165].

Sideroforos

Los sistemas de captacion de hierro utilizados por bacterias para enfrentar la baja disponibilidad
del metal pueden implicar estrategias de contacto directo o indirecto con la fuente de hierro
[125]. Los sistemas de contacto directo son aquellos donde un ligando especifico presente en el
ambiente es utilizado directamente como fuente de hierro. Este es el caso de algunos patégenos
animales que pueden emplear como fuente de hierro compuestos cominmente presentes en el
hospedero, tales como citrato, hemina o diferentes proteinas (transferrina, lactoferrina y

hemoglobina) [5, 42, 44, 54, 165]. Las desventajas de la captacion directa son la necesidad de
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poseer receptores especificos para cada fuente de hierro, y la restriccion de colonizar sélo
aquellos compartimentos donde dichas fuentes estan disponibles.

En contraste, las estrategias indirectas son capaces de aprovechar todas las fuentes de hierro
disponibles independientemente de su naturaleza. Una de las estrategias indirectas empleadas
por muchos organismos es la reduccion del ion Fe** a una forma mas soluble como es el ion Fe**,
esta reaccion de reduccion estd en general asociada a una disminucién de pH. Las bacterias han
desarrollado mecanismos no enzimdticos para esta reduccién, mediante la utilizacién de
portadores mdviles de electrones como compuestos redox, especialmente fenazinas y flavinas
[124].

Otra estrategia ampliamente empleada esta basada en la sintesis y liberacién al medio extracelular
de compuestos de bajo peso molecular altamente afines por el ion Fe** denominados sideréforos.
La palabra sideréforo proviene del griego y significa transportador de hierro, sidéros: hierro,
opoc: transportador. Esta estrategia involucra también la expresion de sistemas de transporte
especificos para el complejo Fe**-sideréforo siendo este el sistema de captacion de hierro de alta
afinidad mas extendido y exitoso en el mundo microbiano [5, 28, 44, 124, 125, 165]. Los
sideréforos son moléculas orgdnicas de bajo peso molecular (<2000 Da), disefiados para formar
complejos fuertes y estables con el ion Fe®*, con constantes de afinidad de alrededor 10°° M™ [28,
125, 171]. Por su alta densidad de carga y pequefio radio idnico, el ion Fe*" es un &cido fuerte de
Lewis, y por lo tanto puede unir fuertemente bases fuertes de Lewis. En solucién acuosa se
encuentra solvatado, formando un complejo octaédrico Fe(H,0)s>*. Debido a la ganancia en la
entropia, los &tomos donadores de los sideréforos reemplazan favorablemente el agua y rodean el
ion Fe** en un estado hexacoordinado que generalmente tiene una geometria octaédrica. Si el
sideréforo contiene seis &tomos donadores (hexadentado), se forma generalmente un complejo
1:1 Fe*"-siderdforo. Si hay menos de seis atomos proporcionados por el ligando, las vacantes
pueden estar ocupadas por donantes de oxigeno alternativos, tales como moléculas de agua, o
pueden formarse complejos de mayor estequiometria Fe*"-siderdforo, tipo 2:3, 2:1, 3:1. Los
complejos Fe**-sideréforo muestran a menudo espectros UV-visible y de dicroismo circular
caracteristicos, causados por la transferencia de carga del ligando al metal o de ligando a ligando
[125]. Estas propiedades han sido utilizadas de manera predictiva para determinar la naturaleza de
los ligandos en sideréforos de estructura desconocida.

Para coordinarse con el atomo de hierro, el ligando debera poseer un par solitario de electrones
con buenas propiedades de donadores [203]. Los siderdforos pueden clasificarse segun la

naturaleza quimica del grupo funcional bidentado que provee los dtomos donadores para la
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coordinacién con el Fe** como sideréforos del tipo catecol, del tipo hidroxamato o del tipo a-
hidroxicarboxilato. Si bien estos son los ligandos mas comunes también se han encontrado otros
ligandos como ser oxazolina, tiazolina, hidroxipiridina, B-hidroxicarboxilatos. Los siderdforos de
tipo catecol unen hierro mediante los dos grupos hidroxilos adyacentes, presentes en el anillo
catecol. Un ejemplo de siderdforo con tres grupos catecoles es la enterobactina sintetizada por E.
coli. Las ferrioxaminas (producidas por hongos) son un ejemplo de sideréforo con tres grupos
hidroxamato y la acromobactina (producida por Dickeya dadantii 3937 antes Erwinia chrysanthemi
3937), uno con tres grupos a-hidroxicarboxilato [165]. Sin embargo, la gran mayoria de los
sideréforos contienen mas de un tipo de grupo funcional. La estructura de los sideréforos se
completa con cadenas carbonadas espaciadoras que conectan los grupos funcionales de manera
de lograr una distancia y angulo éptimos para la coordinacién del metal [28, 125, 165, 203]. Varios
cientos de estructuras de siderdforos han sido descritas hasta la fecha [85]. Para muchos
siderdforos, se han reportado una gran variedad de estructuras estrechamente relacionadas. Por
ejemplo, se han descrito mas de 21 andlogos de enterobactina y 20 analogos de ferrioxamina
[170]. En la figura 14 se muestran estructuras de siderdéforos representativos de diferentes tipos.
Los siderdforos se clasifican también segun su via biosintética en aquellos que son sintetizados
mediante la accidon de las megaenzimas sintetasas de péptidos no ribosomales (Non-Ribosomal
Peptide Synthetases, NRP-Sintetasas) y aquellos independientes de las mismas (NRP-Synthetases
Independent Siderophore, NIS) [15, 45, 125]. Los siderdforos cuya biosintesis es dependiente de
NRP-Sintetasas poseen un esqueleto peptidico generalmente encapsulado en el extremo N-
terminal por un acido carboxilico del tipo arilo como el catecol, fenol o salicilato. El producto final
de biosintesis puede ser circular o lineal [203]. La enterobactina y las pioverdinas producidas por
Pseudomonas spp. son ejemplos de siderdforos cuya biosintesis es dependiente de NRP-Sintetasas
(Fig. 14). Los mecanismos de accidn y caracteristicas de las NRP-Sintetasas seran descritos mas
adelante.

La aerobactina es un siderdforo del tipo NIS y es factor de virulencia en bacterias
enteropatogénicas [203]. Su biosintesis (Fig. 15), ha sido empleada como referencia para definir
los sideréforos de este tipo [15, 45, 125]. La biosintesis de la aerobactina a partir de lisina, citrato,
acetil-CoA y O, comienza mediante la accién sucesiva de las proteinas lucD, lucB, lucA y lucC [203].
lucB y lucD son respectivamente una monooxigenasa y una acetilasa que actuan sobre la lisina
para formar N°-acetil N°®-hidroxilisina, creando asi el grupo funcional hidroxamato de la

aerobactina. Homodlogos a estas dos enzimas son utilizados también en la biosintesis de
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sideroforos NRP-Sintetasas dependientes. La adicidon final de dos moléculas de N°-acetil N°-
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Figura 14: Siderdforos representativos de las diferentes clases. 1) La enterobactina, es un
sideroforo con tres grupos catecol (azules), sintetizado por una NRP-Sintetasa; 2) El
ferricromo también es sintetizado por NRP-Sintetasas pero posee tres grupos hidroxamatos
(anaranjados); 3) La deferrioxamina E es un sideréforo NRP-Sintetasa independiente con
tres grupos hidroxamato; 4) La acromobactina es también NRP-Sintetasa independiente
pero posee tres grupos a-hidroxicarboxilatos (verdes); 5) la pioverdina | es un siderdéforo

peptidico mixto, con un grupo catecol y dos grupos hidroxamatos.
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hidroxilisina a una molécula de citrato, es llevada a cabo en dos pasos discretos por un
heterodimero dependiente de NTP formado por lucA-lucC. Estas dos proteinas, que catalizan el
penultimo y ultimo paso de sintesis de la aerobactina, son los prototipos de enzimas involucradas
en la biosintesis de sideréforos NIS. Todos los sideréforos de este tipo conocidos hasta la fecha

requieren para su sintesis al menos una enzima homadloga a lucA o lucC [125].
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Figura 15: Biosintesis de la aerobactina, un sideréforo NRPS independiente. A) Estructura de
la aerobactina. B)Estructura de los genes de biosintesis de la aerobactina. C) Esquema de la

biosintesis de este siderdforo. Adaptado de Walsh y Marshall [205].

Otro tipo especial de sideréforos son los siderdforos anfifilicos. Dichos sideréforos son producidos
como familias de compuestos que comparte un nicleo comun responsable de la unién al ion Fe**,

al cual se le anexan acidos grasos de longitud variable [165]. Estos siderdforos se ha encontrado
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generalmente asociado a bacterias marinas, existiendo ejemplos tanto del tipo dependiente de
NRP-Sintetasas como del tipo NIS. Otra caracteristica de la mayoria de los sideréforos marinos, es
gue poseen como grupo de unién a hierro hidroxicarboxilatos (B-hidroxiaspartato o citrato), lo
cual provoca que el complejo Fe**-sideréforo sea fotorreactivo. La fotdlisis sobre el complejo
provoca la oxidacién del ligando, liberacién de CO, y la reduccién del ion Fe®* aion Fe*' [14, 31, 88,
120, 201, 202]. Se ha propuesto que ambas caracteristicas podrian ser adaptaciones al medio
marino [31, 201]. Sin embargo, también existen bacterias terrestres que producen sideréforos con
estas dos caracteristicas (Fig. 16), como es el caso de la corrugatina y ornicorrugatina de
Pseudomonas spp. [122], las ornibactinas de Burkholderia spp. [2, 185], la rhizobactina 1021 de
Sinorhizobium meliloti 1021 [135, 179], la cupriaquelina de Cupriavidus necator H16 [109] y la

taiwaquelina de Cupriavidus taiwanensis LMG19424 [110] .

Transporte y regulacién de la biosintesis de siderdforos

Debido a su tamafo y a su polaridad, los complejos Fe**-sideréforo no pueden atravesar
pasivamente la membrana externa de las bacterias Gram-, ni a través de los poros formados por
las porinas ni difundiendo a través de la bicapa lipidica. Es entonces que para la internalizacién del
complejo al periplasma, es necesaria la produccidon de receptores especificos que reconozcan y
transporten el complejo [54]. Todos los transportadores de membrana involucrados en la
captacion de Fe** ya sean los especificos para sideréforos asi como para hemina, lactoferrina,
citrato, etc., pertenecen a una familia de transportadores conocidos como transportadores TonB-
dependientes. La vitamina B12, complejos quelantes de niquel y algunos carbohidratos son
transportados también por esta familia de proteinas. Existen doce transportadores TonB-
dependientes cuya estructura cristalografica ha sido elucidada. Algunos transportadores han sido
cristalizados con o sin ligando, o en complejo con la proteina TonB, totalizando un total de 45
estructuras disponibles [136]. El andlisis de su estructura indica que los transportadores de este
tipo consisten en un barril conformado por 22 hojas beta, ocluido en el centro por un dominio
globular denominado “corcho” de 160 aminoacidos el cual separa un bolsillo superior en contacto
con el medio externo celular y un bolsillo inferior en contacto con el periplasma [125, 136, 165].
Para internalizar el compuesto al periplasma, el corcho debe ser movilizado a fin de permitir la
translocacidn del compuesto desde el bolsillo superior al bolsillo inferior. La energia necesaria para
dicho cambio conformacional es proporcionada por la proteina TonB. Esta proteina estd anclada a
la membrana interna y su regidn extracitopldsmica puede atravesar el periplasma entero. Junto

con las proteinas de membrana citoplasmatica ExbB y ExbD, TonB acopla la energia del gradiente
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Figura 16: Siderdforos anfifilicos producidos por bacterias terrestres. 1) La rhizobactina
1021, sideréforo NRP-Sintetasa independiente producido por Ensifer (Sinorhizobium)
meliloti 1021; 2) la ornibactina F, producida por varias cepas del género Burkholderia; 3)
Cupriaquelina, producido por Cupriavidus necator H16; 4) Taiwaquelina, producido por C.
taiwanensis LMG19424; y 5) corrugatina, producido por Pseudomonas corrugata. La
ornicorrugatina, descrita en P. fluorescens AF76, posee en el cuarto residuo una ornitina en

lugar de un acido diaminobutanoico.
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de protones generada en la membrana interna al transportador ubicado en la membrana externa
permitiendo la entrada del compuesto al periplasma [111]. Se estima que cada receptor interactua
con una proteina TonB acoplada a dos unidades de ExbD y siete unidades de ExbB [86]. El
reconocimiento y la unién especifica del ligando, se da a través de los residuos presentes en la
parte extracelular del dominio corcho y en los residuos de las paredes del barril presentes en el
bolsillo superior y que sobresalen hacia fuera de la membrana externa. El dominio conservado de
interaccidon con la proteina TonB, denominado caja TonB o “TonB box”, se encuentra en el
extremo N-terminal del corcho, dirigido hacia el periplasma. Una vez que el dominio TonB box
interactia con la proteina TonB energizada, se produce un corrimiento del dominio corcho
permitiendo la movilizacion del compuesto de un bolsillo al otro. A pesar de afios de investigacion,
los detalles moleculares de la accién del complejo TonB-ExbB-ExbD sobre los transportadores
TonB dependientes no son aun del todo claros [111, 136].

El mecanismo mads generalmente encontrado para la importaciéon del complejo Fe**-sidercforo al
citoplasma utiliza sistemas de transportadores del tipo ABC [170]. Estos sistemas de importacién
comunmente consisten en cinco dominios estructurales: una proteina de unién periplasmica (PBP,
“Periplasmic Binding Protein”), dos polipéptidos transmembrana que forman un canal a través del
cual atraviesa el complejo la membrana interna, y dos subunidades de unién a nucledtidos que
hidrolizan ATP. Las permeasas y ATPasas son generalmente ensambladas a partir de cuatro
polipéptidos separados. Una vez en el bolsillo inferior, el complejo Fe**-sideréforo es reconocido
especificamente y transportado por la PBP correspondiente y transportado hasta la permeasa para
su internalizacion acoplandose la hidrélisis de ATP a este transporte. En bacterias Gram+,
proteinas hdmologas a las periplasmicas, pero ancladas a la membrana, reconocen al complejo
Fe**-siderdforo, y lo presentan el transportador ABC correspondiente [124, 171].

En algunas vias de internalizacién de siderdforos, este paso también se puede llevar a cabo por
permeasas dependientes de la fuerza protén-motriz de la membrana, sin la utilizacién de ATPasas
ni PBPs evidentes. Un ejemplo es la permeasa RhtX, implicada en el transporte de rhizobactina
1021 de Ensifer meliloti. Otros ejemplos son las permeasas FiuB y FptX, utilizadas en las vias de
internalizacién de ferricromo y pioquelina respectivamente en Pseudomonas aeruginosa [170].
Por su parte, el complejo férrico del sideréforo legiobactina, producido por Legionella
pneumophila es introducido al citoplasma a través de la proteina LbtC, perteneciente a la
superfamilia de proteinas de membrana MFS (“Major Facilitator Superfamily”) [49].

La liberacion del hierro presente en el complejo Fe**-sideréforo puede darse a través de dos

mecanismos: el primero involucra la accién de enzimas especificas que hidrolizan la molécula de
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sideréforo liberando al ion Fe3+; el otro mecanismo consiste en la reduccién del ion Fe** a Fe *

liberdndose el ion por pérdida de afinidad por el siderdforo [170]. Esta ultima estrategia, al ser no
destructiva, permite el reciclaje del sideréforo [54, 124]. También, esta estrategia de reduccién
puede darse a nivel del periplasma, siendo el ion Fe?* generado, transportado al citoplasma
mediante un mecanismo del tipo ABC andlogo al descrito para los sideréforos pero especifico para
el transporte del ion ferroso [125].

Los sistemas de secrecion de sideréforos han sido menos estudiados y es mucho menos lo que se
sabe respecto a aquellos implicados en la internalizacién de los complejos Fe**-sideréforo. Se han
descrito como involucradas en la secrecién proteinas del tipo MFS, RND (“Resistance, Nodulation,
and cell Division superfamily”) y de la superfamilia ABC [125, 142, 211].

La reaccion de oxigeno con el ion ferroso, ademas de generar el ion férrico produce, mediante la
reaccion de Fenton, radicales hidroxilos altamente dafiinos para la célula. Las especies reactivas de
oxigeno (ROS) como es el caso de los radicales hidroxilo, pueden reaccionar e inactivar moléculas
claves para la vida celular como los lipidos, ADN y proteinas en general [54, 121]. Por esta razoén,
muchas bacterias han desarrollado sistemas rigurosamente regulados que mantienen Ia
homeostasis del metal de forma que se satisfagan las funciones esenciales y se eviten los dafios a
la célula. Se debe entonces lograr un fino balance entre los mecanismos de importacion,
exportacion y almacenado de hierro, asi como un control en la produccion de enzimas que utilizan
el metal como cofactor y expresién de enzimas detoxificadoras de ROS [121, 125, 136, 165].

En las bacterias, la regulacién de genes implicados en la homeostasis del hierro es llevada a cabo
generalmente mediante la accidon transcripcional de un regulador global. Para el caso de la
mayoria de las bacterias Gram- y Gram+ de bajo contenido GC dicho regulador global es la
proteina Fur (“Ferric Uptake Regulator”). En bacterias Gram+ de alto contenido GC dicha funcién
la realiza DtxR (Diphteria Toxin Regulator) [5, 125, 165]. En los a-rizobios y otros géneros
bacterianos pertenecientes a las a-Proteobacterias, las proteinas homdlogas a Fur se han
rebautizado Mur (“Manganese Uptake Regulator”), debido a que su funcién consiste en la
regulacién de genes implicados en la adquisicidon de manganeso y no de hierro [148]. En este
grupo de bacterias, las proteinas Irr y RirA son quienes cumplen el papel de reguladores globales
de la homeostasis de hierro [140].

El mecanismo de regulacion mediado por Fur es quizas el mas estudiado. En presencia de hierro e
ion Fe** como cofactor, Fur se une a secuencias de ADN especificas llamadas cajas Fur presentes
en los promotores de genes que regula, ubicadas concretamente en las regiones adyacentes a los

sitios de unién de la ADN polimerasa, reprimiendo de esta forma la expresién de docenas de
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genes. Cuando la disponibilidad de hierro es limitada, la proteina apo-Fur no puede unirse a estas
cajas Fur permitiendo la expresiéon de genes que codifican para transportadores de hierro y de
proteinas implicadas en la biosintesis de siderdforos, asi como de genes involucrados en otras
funciones celulares, como respuesta al estrés oxidativo, variadas vias metabdlicas y genes de
virulencia [121, 125, 136, 165]. Se demostré que varios genes también son regulados
positivamente por el complejo Fe’*-Fur. La regulacién positiva puede ser debida a un mecanismo
de accién directo [56-58], donde el complejo Fe?*-Fur se une al ADN o mediante un mecanismo
gue implica la accion de moléculas de pequefios ARNs. Por ejemplo en E. coli y P. aeruginosa se
han identificado pequefios ARNs (RhyB en E. coliy PrrF1 y PrrF2 en P. aeruginosa) cuya expresion
estd reprimida por el complejo Fe*’-Fur y que a su vez regulan negativamente, y de forma post-
transcripcional, la expresidon de numerosos genes que codifican para enzimas que poseen hierro
como cofactor [121, 136].

Ademas de los sistemas de represion global, diversos reguladores transcripcionales estan
involucrados en la regulacidon de la expresién de siderdforos bacterianos. Generalmente acttan
como activadores, su expresion puede estar bajo control del regulador global, y suelen responder
a senales intra- o extracelulares que activan su funcién. Los reguladores descriptos hasta el
momento son: (i) factores o alternativos, (ii) sistemas de dos componentes, (iii) reguladores del
tipo AraC, o (iv) otros tipos de reguladores transcripcionales [125]. En la figura 17 se muestra en
forma esquemdtica los sistemas de transporte, biosintesis y regulacién de la producciéon de

sideréforos en bacterias Gram-.

Otros aspectos de la biologia de sideréforos

Estudios sobre la quimica, biologia y ecologia de siderdforos han mostrado que estas moléculas
poseen otros aspectos de importancia biolégica ademds de los estrictamente vinculados a la
adquisicion de hierro como fuente nutricional. Por ejemplo, varios siderdforos son capaces de
formar complejos con otros metales con una alta afinidad, colaborando a la captacidon de estos
metales [79, 170, 171]. Interesantemente, se ha visto que algunos sideréforos puede inclusive
complejear y colaborar en la internalizacion de molibdeno y de vanadio, ambos metales
necesarios para la FBN [171]. La observacion de que los metales téxicos inducen la produccion de
algunos siderdforos sugiere que estos quelantes pueden desempefiar un papel en la tolerancia

bacteriana a metales pesados [108, 171].
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Figura 17: Sistemas de adquisicion de hierro mediados por siderdforos en bacterias Gram-. Para
mantener la homeostasis de hierro en el interior celular las bacterias utilizan un regulador global
(A) de los sistemas de adquisicion de hierro. La mayoria de estos reguladores globales son
represores que en condiciones limitantes de hierro permiten la expresion de promotores
reconocidos por el regulador (pA). Este represor puede alternativamente desreprimir la expresion
de un regulador secundario (B) que activa los genes implicados en la biosintesis y transporte de
siderdforos (pB). Las enzimas de biosintesis de siderdforos (C) pueden incluir o no NRP-Sintetasas.
El siderdforo es secretado al periplasma a través de proteinas de membrana interna (D), pudiendo
ser transportadores de las superfamilias ABC, MFS o RND. La secrecion del periplasma al medio
extracelular puede darse a través de bombas de eflujo (E). Una vez formado, el complejo Fe3*-
siderdforo es reconocido por receptores especificos en la membrana externa (F) y el complejo es
internalizado al periplasma con la ayuda del complejo TonB-ExbB-ExbD. El complejo Fe®**-
siderdforo puede ser internalizado al citoplasma a través de proteinas de membrana interna (G)
de las superfamilias ABC, MFS o de permeasas dependientes de la fuerza protdn-motriz de la
membrana. Una vez en el interior celular, el complejo puede ser degradado por esterasas (H)
liberandose el Fe3*. El hierro puede ser obtenido también a través de Fe-reductasas (l), presentes
en el periplasma o en el citoplasma. En el caso de las primeras el ion Fe? es internalizado al

citoplasma mediante sistemas de transporte del tipo ABC (J).
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Las propiedades de los sideréforos han sido aprovechadas también en el drea médica. Por
ejemplo, pacientes con la enfermedad B-talasemia que poseen elevados niveles de hierro libre en
la sangre son rutinariamente tratados con el sideréforo deferroxamina B (conocido bajo el nombre
comercial de Desferal). Este compuesto se une con alta afinidad al ion Fe® presente en el sueroy
promueve su secrecion en la orina [54]. Otro uso médico prometedor son los antibidticos
“Caballos de Troya”. Dichos antibiéticos son moléculas conjugadas entre un sideréforo y un
antibidtico. La ventaja de usar el sideréforo es que se aprovecha el ingreso activo del mismo a
través de transportadores TonB-dependientes activamente expresados por el patégeno a tratar.
La albomicina es un ejemplo de este tipo de antibidtico [125].

La produccidn de sistemas efectivos de adquisicién de hierro mediados por sideréforos es clave en
la competencia por este nutriente limitante en comunidades microbianas. Sin embargo, existe una
estrategia alternativa mas favorable: la pirateria de sideréforos. Se llama asi a la habilidad que
poseen las bacterias de producir una gran variedad de diferentes receptores TonB-dependientes,
cada uno con su propia especificidad, con el fin de “robar” sideréforos heterdlogos cargados con
hierro, ahorrandose el costo energético de sintetizar el quelante [115, 194]. Las diferencias en las
afinidades de los siderdforos que son producidos por diferentes especies también pueden incidir
en la competencia entre microorganismos [84]. Este mecanismo es uno de los empleados por las
bacterias biocontroladoras para inhibir el crecimiento de microorganismos deletéreos [39, 73, 80].
Ademss, se han descrito casos en actinomicetos del suelo dénde los sideréforos, ademas de ser
usados para la competencia por el hierro, sirven como sefiales que alteran la expresidn génica y el
desarrollo morfolégico de especies competidoras [194].

Como se mencioné anteriormente, la rhizobactina 1021 es un siderdforo anfifilico del tipo NIS
producido por el rizobio simbionte de alfalfa E. meliloti 1021 [179]. Al igual que en otros
lipopéptidos no siderdforos producidos por P. aeruginosa, la naturaleza lipidica de la rhizobactina
1021 ha sido propuesta como importante para el movimiento de “swarming” en esta bacteria [21,

135].

Participacién de sideréforos en las interacciones bacteria-hospedero

Al hierro se le ha adjudicado una participacién clave en las interacciones bacteria-hospedero. El
poseer sistemas altamente eficientes para su adquisicidn es un pre-requisito para que la bacteria
logre sobrevivir en el organismo al cual infecta [206]. Con el fin de defenderse de las bacterias
invasoras, los mamiferos tratan de crear un ambiente hostil, que incluye una concentracién muy

baja de hierro, lograda mediante la secrecién de proteinas que unen fuertemente el metal. Esta
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“batalla por el hierro” se considera como una parte integral de la respuesta inmune innata [54].
Por ejemplo, las hemoproteinas, como la hemoglobina contienen casi dos tercios del total de
hierro en forma de hemo. La ferritina, cuya funcién es almacenar hierro intracelularmente, puede
llegar a poseer 4.500 atomos de Fe®* por oligdmero. Para acceder a fuentes intracelulares de
hierro como la hemoglobina, algunas bacterias secretan proteasas, hemolisinas o citolisinas.

En el plasma, el hierro circulante esta fuertemente unido a proteinas de transporte como la
transferrina, o a proteinas de defensa como la lactoferrina. La presencia de estas proteinas lleva a

24 M [125]. Se ha encontrado qgue

gue la concentracidon de hierro libre en el suero sea de 10
algunas bacterias patdgenas son capaces de emplear a la transferrina o a la lactoferrina como
fuentes de hierro nutricional [5, 44, 54, 165].

La expresion de sideroforos ha demostrado ser necesaria para lograr un proceso de infeccion
exitoso por varios patdgenos animales, como es el caso de algunas especies bacterianas
pertenecientes a los géneros Shigella, Bordetella, Escherichia o, Staphylococcus [42]. Sin embargo,
dicha importancia depende en gran medida del nicho que se colonice, de la especie de hospedero
y del estadio de infeccidn [42, 206]. Por ejemplo, la enterobactina en E. coli uropatogénicas seria
necesaria para la colonizacion intestinal. Sin embargo, durante la colonizacion del tracto urinario,
la produccidon de salmoquelina (una variante de enterobactina) o de yersiniabactina es mas
importante para la colonizacidon de dicho nicho. A su vez, la produccién de aerobactina seria
necesaria para colonizar el tracto urinario de ratones pero no asi el de humanos [145]. Debido a la
variedad y a los cambios ambientales que sufren los microbios al invadir un hospedero, la
necesidad de tener una bateria amplia de mecanismos de adquisicién de hierro se vuelve
indispensable [206].

En fitopatégenos la importancia de los siderdforos en la interaccién es menos clara, y en general
depende del sistema huésped-patégeno estudiado [144]. La bacteria Dickeya dadantii 3937
produce dos siderdforos, achromobactina y chrysobactina, ambos necesarios para la virulencia de
violetas africanas. Mutantes no productoras de sideréforos en Erwinia amylovora son deficientes
en la virulencia de manzanos. Sin embargo, Petrobacterium carotovorum (antes Erwinia
carotovorum) no requiere de la produccién de sideréforos para una colonizacién exitosa [70]. La
cepa Pseudomonas syringae pv. syringae B301D, un patégeno de durazneros, no requiere del
sideréforo pioverdina para la virulencia. La cepa P. syringae pv. tomato DC3000, patdgeno de
tomate, produce yersiniabactina, pioverdina y puede utilizar citrato férrico como fuente de hierro.

Una triple mutante en los transportadores de membrana externa de las tres moléculas mantiene
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su virulencia [98]. Mutantes deficientes en la produccién de sideréforos de los fitopatégenos
Ralstonia solanacearum y Agrobacterium tumefaciens mantienen su virulencia [144].

En cuanto a la disponibilidad de Fe* dentro de plantas no es mucho lo que se sabe. En plantas de
poroto la disponibilidad fue evaluada utilizando una cepa de Pseudomonas syringae conteniendo
el gen reportero GFP bajo control de un promotor inducible a bajas concentraciones de hierro. Los
resultados obtenidos indicaron que existe una considerable heterogeneidad de Ila
biodisponibilidad de hierro en el interior de las plantas [99].

La importancia de los sistemas de adquisicién de hierro en enddfitos es en gran parte desconocida.
En las bases de datos existen 12 genomas completamente secuenciados de enddfitos, los cuales
muestran una gran cantidad de copias de receptores TonB dependientes [157].

En el caso de plantas de arroz, cuando éstas son cultivadas en régimen de inundacién, las raices se
encuentran en un ambiente andxico, por lo cual la solubilidad del hierro no deberia ser una
limitante. Sin embargo, la raiz del arroz obtiene oxigeno a través de su aerénquima vy, por lo tanto,
la biodisponibilidad del hierro podria verse reducida. Los datos obtenidos a partir del analisis del
metagenoma de enddfitos de arroz mostraron un alto nimero de genes que codifican proteinas
implicadas en la biosintesis de sideréforos, receptores TonB-dependientes asi como proteinas de
almacenamiento de hierro [177]. Los autores sugieren a partir de estas evidencias que el interior
de la raiz parece ser un microambiente extremadamente agotado de hierro biodisponible, sin
embargo, dichos genes podrian ser necesarios en otras etapas del ciclo de vida de los endoéfitos.

Un estudio de la dinamica de la diversidad de enddfitos cultivables durante todo el ciclo de cultivo
de plantas de arroz, demostré que las raices presentaban mayor nimero de bacterias productoras
de sideréforos en comparacion con el suelo circundante, y que este grupo aumentaba a medida
qgue la planta crecia [114]. Los autores proponen que la capacidad de producir sideréforos es util
para la colonizacién y la permanencia de los enddfitos en los tejidos de la planta. Todos estos
datos sugieren que los sistemas de adquisicién de hierro tienen un papel relevante en parte o la

totalidad del ciclo de vida de los endofitos.
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Péptidos de sintesis no ribosomal

Péptidos de biosintesis no ribosomal

Ademas de siderdforos, los microorganismos producen péptidos de biosintesis no ribosomal (“Non
Ribosomal Peptides”, NRPs) con variadas funciones bioldgicas tales como participacion en la
motilidad “swarming” y la formacién de biofilms [152]. Junto con derivados de los poliquétidos, los
NRPs cubren actualmente mas del 50% de los medicamentos en uso clinico, entre los cuales hay
antibacterianos, antifungicos, antivirales, citostaticos, inmunosupresores, antihipertensivos,
antidiabéticos, antipaludicos y reductores de colesterol. También derivados de estas dos familias
de productos naturales se utilizan en la industria agraria y de alimentos como antiparasitarios,
coccidiostdaticos, promotores de crecimiento animal e insecticidas naturales [29, 134, 215]. Por
estas razones durante la ultima década, el estudio de NRPs ha recibido un fuerte impulso [13, 46,
134].

Esta diversidad en la bioactividad de los NRPs es debida a que los residuos utilizados por las NRP-
Sintetasas no se limitan a los 20 aminoacidos proteindgenicos, sino que abarca 500 mondmeros
diferentes, incluyendo aminoacidos no proteinogénicos, acidos grasos y a-hidroxidcidos [187]. La
sintesis de un NRP se da en el sentido N-terminal hacia C-terminal siguiendo una linea de
ensamblado que puede incluir uno o varios polipéptidos de NRP-Sintetasas diferentes. Cada NRP-
Sintetasa se compone de uno o varios médulos de entre 1000 y 1500 aminoacidos cada uno,
siendo cada médulo responsable de la incorporacién de un mondmero. De acuerdo con la regla de
co-linearidad, el nimero y el orden de los médulos representa el nimero y el orden de los
residuos en el producto final [76, 134]. A su vez, la secuencia aminoacidica de cada mddulo da
informacidén sobre la identidad de cada mondmero y las modificaciones quimicas que se producen
en cada paso [187].

Cada moddulo estd dividido en dominios cataliticos. Hay tres tipos de dominios esenciales
presentes en todos los mdédulos: 1) el dominio de adenilacién (dominio A), 2) el dominio portador
de péptido (Peptidyl-Carrier Protein, PCP) y 3) el dominio de condensacién (dominio C). Un cuarto
dominio presente en casi todas las NRP-Sintetasas es el dominio tioesterasa (TE), situado siempre
en el extremo C-terminal del Gltimo mddulo de la linea de ensamblado [76, 134, 187].

El dominio A (~550 aminoacidos) posee dos funciones: primero reconoce especificamente el

aminoacido o hidroxiacido a ser insertado en la cadena y segundo, activa dicho residuo mediante
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adenilacion del mismo. Posteriormente, el residuo activado se transfiere al grupo tiol del cofactor
4-fosfopanteteinil (“4-Phosphopantetheinil”, PPT) presente en todos los dominios PCP. Este
dominio (~80 aminodcidos) facilita el transporte ordenado de sustratos y evita la difusion de los
mismos, por lo tanto, maximiza la eficiencia catalitica de la biosintesis mediada por NRP-
Sintetasas. La formacién del enlace peptidico estd mediada por el dominio C (~450 aminodcidos).
Este dominio cataliza el ataque nucleofilico del grupo a-amino del aminodcido unido al dominio
PCP del mdédulo siguiente, al grupo electrofilico del tioéster del aminoacido (o péptido) unido al
dominio PCP de su propio médulo. Finalmente, el dominio TE (~280 aminodcidos) en el médulo
terminal, cataliza la liberacidon del péptido por hidrdlisis o macrociclizaciéon [76]. La figura 18
muestra el mecanismo basico de elongacidn en una NRP-Sintetasa.

Otro aspecto que contribuye a la enorme diversidad estructural y actividades biolégicas de los
NRPs es la presencia en los médulos de otros dominios enzimaticos ademas de los tres dominios
clasicos. Estos dominios extra son responsables de la modificacidn de los residuos o de la cadena
peptidica naciente mediante epimerizacidn, heterociclacidn, oxidacién, metilacidn, halogenacion o
del agregado de un acido graso al extremo N-terminal [76, 203]. El dominio de epimerizacién
estaria implicado en la conversidon de L-aminoacidos a su forma D. El poseer D-aminodcidos en la
estructura permitiria que el péptido no sea degradado por proteasas especificas para L-
aminodcidos. Por otra parte, la conformacidon D- puede ser esencial para la conformacién
bioactiva de un NRP. La racemizaciéon de los aminoacidos es llevada a cabo por dominios E
(Epimerasa) o por dominios duales E/C. Con el fin de asegurar la incorporacion selectiva del D-
aminodcido en la cadena principal del péptido, las NRP-Sintetasas poseen dominios C
funcionalmente adaptados para condensar un residuo en configuraciéon D con el siguiente residuo
en configuracidon L. Los dominios de heterociclacion (Cyc) sustituyen al dominio C formando
primero el enlace peptidico y posteriormente catalizan la ciclacién de residuos de cisteina, serina o
treonina. Los dominios C, E, E/C y Cyc estan filogenéticamente emparentados y su funcionalidad
puede ser predicha mediante herramientas filogenéticas [153]. Los dominios OX (Oxidacidon) estan
exclusivamente asociados a un dominio Cyc, y son responsables de la oxidacidon del producto
ciclado generando tiazoles u oxazoles aromaticos. Los dominios M (Metilaciéon) pueden metilar
atomos de C o N en los aminoacidos cambiando asi las propiedades idnicas y la hidrofobicidad.
Mediante la accién de halogenasas pueden generarse NRPs que contienen cloro, bromo o iodo,
alterando significativamente su actividad [76, 203]. Ademas de los ya nombrados siderdforos,

existen otros NRPs lipopéptidicos con actividades antibacterianas, surfactantes, entre otras [13,
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21]. El 4cido graso siempre se encuentra en el extremo N-terminal, y es el primer bloque en la
linea de ensamblado de un lipopéptido. La adicion del acido graso, conocida como “lipoiniciacion”,
puede darse a través de la accidon conjunta de una proteina del tipo ligasa de acido graso y una
proteina portadora de acilo. A su vez, el extremo N-terminal de la primera NRP-Sintetasa de la
linea de ensamblado puede poseer estos dos dominios o Unicamente la ligasa, incluidos en el
polipéptido. Un tercer mecanismo de “lipoiniciacion”, se da directamente a través de un tipo

funcional especial de dominio C, el “C starter”, siempre presente al inicio del ensamblado [53].
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Figura 18: Sintesis de péptidos no ribosomales. Los dominios de accidn se indican en rojo y
las respectivas estructuras cristalinas se muestran arriba. En primer lugar, el dominio A
reconoce especificamente un aminoacido y cataliza la adenilacidn del residuo con consumo
de ATP. En segundo lugar, el aminoacido activado es ligado al grupo tiol libre del cofactor
fosfopanteteinil del dominio PCP. Tercero, el dominio C cataliza la elongaciéon de los
péptidos. En dicha elongacion, el grupo amino nucledfilo del sustrato aceptor ataca el
tioéster electrofilico del sustrato donante (a, sitio aceptor; d, sitio donante). La estructura
cristalina del dominio A se deriva de la estructura del dominio A del primer médulo de de la
gramicidina sintetasa de Bacillus brevis. La estructura de NMR del dominio PCP se deriva del
tercer modulo de la tirocidina sintetasa de B. brevis, y la estructura del dominio C se deriva
de la estructura cristalina de VibH, la vibriobactina sintetasa de Vibrio cholerae. Adaptado

de Grinewald y Marahiel [78].

Los genes que codifican las subunidades de las NRP-Sintetasas son usualmente flanqueados por

genes que codifican para otros componentes del mecanismo de produccion, tales como
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componentes involucrados en la sintesis de los precursores, modificaciones pos-traduccionales,
regulacion, exportaciéon y /o resistencia [13, 159, 186, 187]. Existen tres tipos de genes
flanqueantes esenciales para un correcto funcionamiento de la mayoria de las NRP-Sintetasas.
Uno de ellos se corresponde a los genes que codifican para la enzima PPT-transferasa, encargada
de agregar pos-traduccionalmente el cofactor PPT a los dominios PCP. Una segunda familia
comprende a los genes que codifican para las tioesterasas del tipo Il (TEll), las cuales hidrolizan el
enlace tioéster de los aminodcidos incorrectamente cargados en los dominios PCP [76]. El tercer
tipo se corresponde a los genes que codifican para una familia de proteinas conocidas como del
tipo MbtH. Se ha postulado que la funcion de estas pequefias proteinas seria estimular las
reacciones de adenilacion de los dominios A [12].

Mediante técnicas de ingenieria genética y tomando como referencia la “légica” del mecanismo de
accion de las NRP-Sintetasas, se ha intentado obtener variantes artificiales de NRPs, por ejemplo
mediante biosintesis combinatoria, donde se intercambian moddulos diferentes para obtener
nuevos compuestos [3] o mediante mutaciones deletéreas de genes intermediarios, o de
modificacion o mutaciones puntuales de dominios A [150]. Otra técnica que se ha desarrollado
para la sintesis quimioenzimatica de NRPs, se ha basado en la utilizacién de la sintesis de péptidos
en fase sélida y posterior macrociclizacién de los mismos con dominios tioesterasa expresados

heterélogamente [76, 106].

Bioinformatica aplicada al estudio de NRPs

La primera estructura cristalografica de una NRP-Sintetasa fue la correspondiente al dominio A del
extremo N-terminal de la gramicidina sintetasa (GrsA). Dicha estructura se logré con el sustrato
especifico, fenilalanina, unido al sitio catalitico y junto con AMP. El andlisis de esta estructura
reveld que existen 10 residuos implicados en la interaccién con el sustrato [47, 97]. Mediante
alineamientos con dominios A de otras NRPs de sustratos conocidos, se desarroll6 un método
bioinformatico altamente predictivo que busca estos 10 aminodcidos (conocido como el cédigo
“Stachelhaus”) en la secuencia aminoacidica de un dominio A de sustrato desconocido, pudiendo
predecirse el aminoacido que reconoce dicho dominio [97, 184]. Esta técnica bioinformatica ha
sido utilizada con gran éxito para predecir la estructura de antibidticos y sideréforos sintetizados a
partir de NRP-Sintetasas [27, 28]. Mds recientemente, y también basados en la estructura de la
GrsA-Phe-AMP, otros autores desarrollaron un método matematico conocido como TSVM
(“Transductive Support Vector Machine”) el cual toma también en cuenta las propiedades

fisicoquimicas de los 34 aminodcidos que rodean el sitio de unidn al sustrato [154]. La secuencia
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de una NRP-Sintetasa de interés puede ser analizada ya sea por el método de Stachelhaus o por
TSVM mediante servidores publicos gratuitos disponibles en internet [6, 7, 161].
Lamentablemente, estos métodos predictivos aln poseen algunas limitaciones. Por ejemplo, una
de ellas, es que la exactitud de la prediccién es muy baja para NRP-Sintetasas producidos por
hongos, probablemente debido a que la estructura de los dominios A de eucariotas no sea similar

a la de la GrsA [97].

7 54 ™ :,‘
'al/ } .‘- ; — )\/VW;VYYYVWV\NY'
3¢ i RITR A e B -
g { yd —b SRR,
g % 2 SR Regla de colinearidad
b J 3
'8. o s ',,;' —_ '
™, WO e ’
,pm- Prediccién filogenética
Anotacion gendémica Analisis biosintético Prediccion de estructura
w‘n’j : _.—” ‘: NN
% 100} VAV & ,/. % Propiedades fisicoquimicas
: /] 2
:G 104 /A
‘ : 20 30
| ‘
1
RT.-PCR cycles ‘
\‘ e . [ : "
Ensayos de expresién génica g~ . WJ\’WM’WM ’
5 ‘—Md’\‘MJU k«/\ .'I N e > e
@ - -~ -n A Thailandamida A
» 2 2 2 2 (Burkholderia thailandensis)
Anadlisis de metabolitos Compuesto nuevo

Figura 19: Ejemplo del uso de la mineria de genomas (“Genome mining”) en el
descubrimiento de un nuevo compuesto (tailandamida) producido por una NRP-Sintetasa.

Adaptado de Winter y col. [212].

Como se menciond anteriormente, el analisis de la filogenia y secuencia predice los subtipos
funcionales de dominios C (LCL, DCL, Cstarter, Cyc, E, y E/C), dando informacién relevante a la hora
de predecir la estructura quimica del compuesto, por ejemplo para el conocimiento de la

conformacién del aminoacido (D o L) en el péptido naciente, la presencia de un acido B-
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hidroxicarboxilico en el primer aminodacido, la ciclacion de los residuos de cisteina, serina o
treonina [153].

Actualmente se dispone de una base de datos exclusivamente desarrollada para NRPs
denominada NORINE [34, 35, 97]. Esta plataforma contiene a la fecha, casi mil entradas, aunque
este numero incluye las multiples isoformas de algunos de los péptidos [97]. Usando los datos
disponibles en NORINE, y basandose en los tipos de mondmeros presentes y en la actividad
bioldgica de NRPs descritos, se desarrollé un método que permite predecir la funcién de un NRP
denominado MCPF (“Monomere Composition Peptide Fingerprinting”) [1, 33]. Los autores
aseguran una precision en la prediccion de mas del 93%.

El interés en la busqueda de nuevos NRPs con actividades bioldgicas novedosas y/o aplicadas de
utilidad, es compartido por la academia y por la industria. Debido a las nuevas tecnologias de
secuenciacion, las bases de datos de genomas y metagenomas bacterianos crecen
sostenidamente. Mediante una técnica conocida como mineria de genomas ("Genome mining”)
esquematizada en la figura 19, se ha descubierto la existencia de rutas biosintéticas dependientes
de NRP-Sintetasas que producirian productos naturales completamente desconocidos. Los
avances en las técnicas para el estudio de NRP-Sintetasas, estrategias de ingenieria genética y de
guimica analitica unidos a los datos obtenidos por mineria de genomas, estan abriendo una nueva

era de descubrimientos de productos naturales [110, 134, 209, 215].
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Objetivos

Estableciendo como hipdtesis que los sistemas de adquisicion de hierro son importantes en el

estilo de vida enddfito se plantean como:

Objetivo general
Elucidar la importancia de los sistemas de adquisicién de hierro mediados por siderdforos en la

interaccidn planta-bacteria.

Objetivos especificos
1. Identificar genes implicados en la adquisicidn de hierro en H. seropedicae 267 (Capitulo 2).
2. Determinar el efecto de la disponibilidad de hierro en la fijacidn bioldgica de nitrégeno en
H. seropedicae 767 (Capitulo 3).
3. Caracterizar estructural y funcionalmente el sideréforo producido por H. seropedicae 267
(Capitulo 4).
4. Identificar los sistemas de transporte y la regulacidon de la produccién del sideréforo

(Capitulo 5).

e —
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CAPITULO 2: BUSQUEDA DE GENES IMPLICADOS EN LA ADQUISICION DE HIERRO

EN H. seropedicae

Resumen

Se identificaron genéticamente las mutaciones responsables de fenotipos afectados en la
produccidén o internalizacién de sideréforos en mutantes derivadas de la cepa H. seropedicae Z267.
Dichas mutantes fueron obtenidas mediante mutagénesis generalizada y seleccionadas segln su
fenotipo en el medio sélido CAS, el cual permite evaluar la producciéon de siderdforos. Las
secuencias interrumpidas por el minitransposdon utilizado en la mutagénesis presentaron
homologia con genes codificantes para proteinas relacionadas con el transporte y biosintesis de
siderdforos; para enzimas de las rutas biosintéticas de aminodacidos; para enzimas relacionadas al
metabolismo del carbono; y para proteinas reguladoras y transportadoras. La capacidad de fijacion
de nitrégeno atmosférico fue ensayada en varias de las mutantes. La mutante 44.46 (exbD::mTn5),
afectada en la internalizacién de sideréforos, resultd incapaz de fijar nitrégeno en medios con baja
disponibilidad de hierro. La mutante 25.40 (g/tB::mTn5), auxdtrofa para glutamato, fue incapaz de

fijar nitrégeno en todas las condiciones estudiadas.

Antecedentes

El Departamento de Bioquimica del IIBCE tiene una larga trayectoria en el estudio de bacterias que
se asocian a plantas y promueven su crecimiento. En particular una de las lineas de trabajo que se
llevan a cabo en el Departamento estd enfocada a conocer los mecanismos por los cuales los
endéfitos diazétrofos como H. seropedicae se asocian a la planta hospedera y le proveen a ésta del
nitrégeno fijado. En este marco, el proyecto “Molecular genetic analysis of Herbaspirillum sp., for
the development of effective diazotrophic endophytes of rice” (2002-2004) coordinado por P. R.
Gill y codirigido por S. Batista y E. Fabiano y financiado por RITE (“Research Institute of Innovative
Technology for the Earth”, Japdn) tenia como objetivos particulares el desarrollo de estrategias
moleculares y genéticas que permitieran comprender el papel de los sistemas de captacion de
hierro asi como los de transporte de fuentes carbonadas y de almacenamiento de carbono en la
cepa H. seropedicae 767 en vida libre y en asociacion con plantas de arroz. Como parte de este
proyecto, se habia obtenido una coleccién de mutantes derivadas de la cepa H. seropedicae 767

mediante mutagénesis generalizada, utilizando el minitransposén mTn5gusA-o-pgfp (C. Xi, datos
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no publicados) contenido en el plasmido pmTn5gusA-o-pgfp, derivado del pmTn5gusA-pgfp21
(pFAJ1819) [210]. Este minitransposdon contiene el gen uidA, codificante para la enzima pB-
glucuronidasa carente de promotor; un casete de resistencia a kanamicina; la regioén oriV (Incl) de
E. coli; y dos copias del gen gfp, que codifican para la proteina verde fluorescente, bajo control de
un promotor constitutivo. Para realizar la mutagénesis generalizada, el pladsmido pmTn5gusA-o-
pgfp fue transferido a H. seropedicae Z67 por conjugacién biparental usando como cepa donadora
E. coli S17.1 A-pir, que codifica en su cromosoma los genes necesarios para la conjugacién de tipo
RP4 y la proteina I, necesaria para la replicacion de plasmidos con origen de replicacidon oriR6K
[83]. Las transconjugantes obtenidas se habian discriminado por la produccién de siderdéforos en
medio sélido CAS [175], un medio definido que contiene el colorante Cromo Azurol Sulfonato
(CAS) el cual posee afinidad moderada por el Fe*". En condiciones de pH neutro o &cido el
complejo Fe**-CAS es de color verde azulado. La produccién de sideréforos de una bacteria crecida
en medio CAS se evidencia como la formacién de un halo amarillo o naranja alrededor de la
colonia, debido a la pérdida del ion Fe®* por parte del colorante CAS. Este es un método de
deteccidn universal para sideréforos. Mediante analisis de Southern Blot de los ADN gendmicos
digeridos con Pvul usando el mTn5gusA-O-pgfp biotinilado como sonda se habia comprobado que

las mutantes seleccionadas poseian una Unica insercién del minitransposén.

Objetivos
1. ldentificar genéticamente las mutaciones responsables de fenotipos afectados en la
produccién o internalizacion de siderdforos, presentes en la coleccidn de transconjugantes
disponible en el laboratorio.
2. Evaluar la actividad y la expresidn de la nitrogenasa “in vivo” en algunas de las mutantes

seleccionadas en medios con diferente disponibilidad de hierro.

Materiales y métodos

Bacterias y condiciones de crecimiento

H. seropedicae 267 y las mutantes isogénicas conteniendo el minitransposén se crecieron a 30°C
en el medio rico TY (tryptona 5 g/l; extracto de levadura 3 g/l; CaCl, 0,05 g/l) [18] o en medio
minimo NfbHP-malato (Klassen et al., 1997) [102] con NH4Cl 20 mM (NfoHPN-malato) o glutamato
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5 mM (NfbHPG-malato) como fuentes de nitrégeno. Para los ensayos de auxotrofia se agregaron al
medio NfbHPN-malato diferentes aminodacidos con concentracién final de 0,5 mM. Las cepas de E.
coli DH10B conteniendo las diferentes construcciones plasmidicas se crecieron en medio LB a 37°C
[20]. Los medios sélidos se obtuvieron agregando 16 g/l de agar y en el caso de los semi-sélidos 4
g/l. Los antibidticos utilizados fueron: kanamicina 35 pg/ml y acido nalidixico 5 pg/ml. Todas las
cepas utilizadas se conservaron en glicerol 25% (v/v) a —80°C.

La produccion de sideréforos se evalud por observacion de la formacién de un halo naranja sobre
fondo azul mediante el ensayo de CAS modificado (ver anexo 1) en medio sdlido con el colorante
CAS [175]. Para ello, 10 pl de un cultivo primario en medio TY en fase exponencial tardia
conteniendo aprox. 1 x 10° unidades formadoras de colonia (ufc) de la cepa en estudio se
colocaron como gota en sobre el medio sélido CAS, se dejaron secar y se crecieron durante 48 hs a

30°C.

Identificacion de loci interrumpidos

Para identificar las secuencias interrumpidas por el mTn5gusA-o-gfp se aislé el ADN gendmico de
las respectivas mutantes y 200 ng de cada ADN obtenido se digirieron con la enzima Pvul ya que el
transposdn no posee sitio de corte para esta enzima. Las técnicas de biologia molecular se
realizaron segun los protocolos cldsicos para biologia molecular a no ser que se aclare lo contrario
[164]. Los 200 ng de ADN gendémicos digeridos con Pvul se ligaron con 4U de la enzima T4 DNA
ligasa (Fermentas) en un volumen total de 200 pl. Debido a la presencia de la secuencia oriV en el
minitransposon, la ligacién del fragmento que contenga el minitransposéon formara un pladsmido
replicable en E. coli. Los 200 pl de la reaccidon de ligacion se precipitaron con 3 volimenes de
etanol absoluto frio y acetato de amonio 3 M durante toda la noche a -20°C. Luego se recupero el
ADN por centrifugacién, se lavé con etanol 70% (v/v) y una vez secado por vacio en Speed Vac se
resuspendidé en 20 ul de agua bidestilada. Se emplearon 10 pl de esta muestra para transformar
células quimiocompetentes de E. coli DH10B. Para identificar los clones que contenian la
construccion plasmidica consistente en el minitransposon y las regiones de ADN adyacentes al
sitio de insercidn, se seleccionaron las transformantes resistentes a kanamicina 35 pug/ml en medio
sélido LB. Se purificaron los plasmidos por el método de lisis alcalina [164] y posterior
precipitacion con PEG 8000 13% (p/v) en NaCl 1M. La regién flanqueante al minitransposén
corriente arriba del gen uidA de los plasmidos obtenidos se secuencié en CTAG (Facultad de

Ciencias) utilizando el cebador 5'-GGGTTGGGGTTTCTACAGGACG-3'.
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Analisis de secuencias

Las secuencias obtenidas se identificaron y compararon mediante el programa BLASTX disponible
en www.ncbi.nlm.nih/BLAST con el genoma de la cepa H. seropedicae SmR1 [146]. El contexto
genético de los sitios donde ocurrié la insercidon del minitransposdn, se analizé en la plataforma
IMG (Integrated Microbial Genomics, http://img.jgi.doe.gov/) [119]. Se empled la definicién de
casete genédmico de Markowitz y col. [119], considerandose un casete gendmico como el conjunto

de genes contiguos que poseen menos de 300 pb de regidn intergénica entre genes adyacentes.

Ensayo de actividad nitrogenasa

La actividad del complejo enzimatico nitrogenasa de la cepa H. seropedicae 267 y de algunas de las
mutantes derivadas de la mutagénesis se determind por el ensayo de reduccién de acetileno [59,
173]. Para ello los clones conservados en glicerol 25% (p/v) a —80°C se emplearon para inocular
medio sélido TY o NfbHPG-malato. Luego de 48 h de incubaciéon a 30° C, varias colonias se re-
inocularon en NfbHPG-malato liquido y los cultivos se crecieron 24 h a 30°C con agitacidn
constante (150 rpm). Entre 30y 35 ul de los cultivos se inocularon en 4 ml de NfbHP-malato semi-
sélido con glutamato 0,5 mM, LB 1% (v/v), con o sin el agregado de FeSO, 72 uM en frascos de 10
ml. Luego de 24 h de crecimiento a 30°C, se inyecté los frascos con 1 mL de acetileno y la
produccién de etileno se determiné empleando un cromatégrafo de gases Star Varian 3400. La
actividad nitrogenasa se expresé como nmoles de etileno producido por mg de proteina por min.
Cada ensayo se realizd por duplicado en un total de al menos tres experimentos independientes.
La concentracién de proteinas se determind por el método de Bradford [23], utilizando la proteina

seroalbumina bovina (BSA) como referencia.

Resultados y discusion

Sobre un total de 10.000 transconjugantes analizadas obtenidas a partir de 3 conjugaciones
independientes (15.000 colonias aisladas) se lograron discriminar mediante fenotipo en placas CAS
20 mutantes con produccién de siderdforos no detectable o menor que la cepa salvaje, y 5
mutantes con sobreacumulacion de sideréforos. De estas 25 transconjugantes se secuencid la
region 5' al gen uidA del minitransposén de 12 de ellas. En la tabla 1 se describe el fenotipo de las

mutantes y la homologia que presentaron dichas secuencias mediante analisis de BLAST.
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Mutantes en genes relacionados con la adquisicion de hierro

Dos de las mutantes identificadas (mutantes 4.3 y 44.46) presentaron el minitransposén inserto en
genes homologos a los relacionados con la biosintesis (Hsero_2343) o la internalizacién
(Hsero_0689, exbD::mTn5) de sideréforos respectivamente. Como se describe en la tabla 1, la
mutante 4.3 no producia sideréforos en cantidades detectables en medio CAS sélido, mientras que
la mutante 44.46 (exbD::mTn5) presentaba una sobre acumulacién de sideréforos en el mismo

medio comparativamente a la cepa salvaje (Figuras 1Ay 1B).

Tabla 1. Caracterizacién e identificacion de los loci interrumpidos en los mutantes derivados de H.

seropedicae 267 afectados en la internalizacion o produccién de siderdforos.

Cepa CAS*  Auxotrofia Locus Tag Gen Nombre del producto
z267 +
20.13 +/- Hsero_2283 acnA aconitato hidratasa
19.24 - Trp Hsero 3893 trpE  antranilato sintasa componente |
25.40 - Glu Hsero_3924 g/ltB  glutamato sintasa subunidad mayor
261.9 - Pro Hsero_3802  proC pirrolina-5-carboxilato reductasa
38.48 - Hsero_4548 regulador de respuesta
39.15 - Cys Hsero_3099 cysl  sulfito reductasa subunidad beta
9.32 - Cys Hsero 3097 cysB  Regulador transcripcional del regulén cys
4.3 - Hsero_2343 NRP-Sintetasa
14.43 ++ Hsero_0524 Regulador transcripcional de la familia LysR
25.46 ++ Hsero_4782 Transportador ABC ATPasa/permeasa
44.46 +++ Hsero_0689 exbD Transportador de biopolimeros ExbD
5.39 ++ Hsero_2594 lldD  L-lactato dehidrogenasa

* Fenotipo en medio CAS: +: produccidn de halo; +/-: halo reducido; -: ausencia de halo; +++: sobreproduccién de halo

En el caso de la mutante H. seropedicae 4.3 el gen interrumpido resultdé homdlogo a genes de
NRP-Sintetasas. Tomando en cuenta el casete gendmico que contiene al mismo (Fig. 2), el
sideréforo producido por H. seropedicae seria del tipo NRP-Sintetasa dependiente. El estudio
detallado de la proteina que codifica este gen y su producto de biosintesis serd descrito en el

capitulo 4 de esta tesis.

El fenotipo de la mutante H. seropedicae 44.46 (exbD::mTn5) en medio CAS fue opuesto al de la

mutante 4.3 (Fig. 1B): el halo naranja formado por esta cepa resultd mayor que el de la cepa
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salvaje. Mediante el analisis de la secuencia interrumpida se demostré que el gen afectado
presentd homologia con genes exbD de otras bacterias. El gen exbD codifica para una proteina de
membrana citoplasmatica, que junto con los productos de los genes exbB y tonB forma el
complejo TonB en E. coli y otras bacterias y es responsable de otorgar la energia para la
internalizacion al periplasma de variadas fuentes de hierro como sideréforos, hemina, lactoferrina,
citrato, etc [111]. En la figura 2 se muestra el casete gendmico que contiene al gen exbD en H.

seropedicae SmR1.

Figura 1: Fenotipo en medio CAS de las mutantes 4.3 y 44.46. A) la cepa salvaje H.
seropedicae Z67 (izquierda) y de la mutante 4.3 (derecha), con el transposon inserto en el
gen de una NRP-Sintetasa y B) de la cepa salvaje (izquierda) y de la mutante 44.46
(exbD::mTn5) (derecha). Diez microlitros de cultivos primarios en fase exponencial tardia
conteniendo aprox. 1 x 10° u.f.c. de cada cepa se colocaron como gota en las placas,

dejaron secar y se crecieron durante 48 h a 30°C.

La identificacion del gen interrumpido en la mutante 44.46 (exbD::mTn5) permite explicar el
fenotipo de la misma en placas CAS ya que al poseer el sistema de internalizacién de siderdforos
comprometido, los mismos se acumulan en el medio sin ingresar a la célula, la cual, estando aun
mas comprometida en su crecimiento debido a la carencia de hierro intracelular, continta
produciendo mas siderdforos. Interesantemente H. seropedicae SmR1 presenta en su genoma
cuatro copias mas de exbD, tres de ellas asociadas espacialmente a tonBexbB y a un receptor

TonB-dependiente (Hsero_0293, Hsero_2609, Hsero_ 2817, respectivamente) y la cuarta
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Unicamente asociada a exbB (Hsero_0604). Dado el fenotipo en CAS y la insercién unica del
minitransposon, estos genes no tendrian una funcidn relacionada al transporte del sideréforo
enddgeno en las condiciones estudiadas. El fenotipo de la mutante 44.46 (exbD::mTn5) se describe

con mayor detalle en el capitulo 3 de esta tesis.

4.3 1kb
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Figura 2: Localizacion de los genes mutados relacionados con la adquisicion de hierro.
Casetes gendmicos del genoma de H. seropedicae SmR1 donde se encuentran presentes los
genes interrumpidos (rojos) en la mutante 4.3 y la mutante 44.46. De acuerdo con
Markowitz y col. [121], se define un casete gendmico como el conjunto de genes contiguos

que poseen menos de 300 pb de region intergénica entre genes adyacentes.

Mutantes en rutas biosintéticas de aminoacidos

El andlisis gendmico de cinco mutantes 19.24 (Hsero_ 3893, trpE::mTn5), 25.40 (Hsero_ 3924,
gltB::mTn5), 261.9 (Hsero_3802, proC::mTn5), 39.15 (Hsero_3099, cysl::mTn5)y 9.32 (Hsero_3097,
cysB::mTn5) (Tabla 1) seleccionadas por no producir sideréforos en cantidades detectables en
placas CAS indicé que el minitransposdn estaba insertado en genes que codificarian enzimas o
proteinas reguladoras relacionadas con rutas biosintéticas de aminoacidos (Fig. 3). Cuando se
analizé el crecimiento de las cepas obtenidas en medio minimo NfbHP-malato con nitrégeno o
glutamato como fuente de nitrégeno se observd que efectivamente estas cuatro mutantes eran

auxotrofas, no observandose crecimiento en este medio minimo. A su vez, la mutante 25.40, era
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capaz de crecer con glutamato como fuente de nitrégeno pero no con NH4Cl (datos no
mostrados). La auxotrofia de las mutantes 19.24 (trpE::mTn5), 261.9 (proC::mTn5), 39.15
(cysl::mTnb5), 9.32 (cysB::mTn5) y 25.40 (gltB::mTn5), se comprobd mediante recuperacién del
fenotipo salvaje al agregar los aminoacidos triptéfano, prolina, cisteina, cisteina o glutamato

respectivamente, al medio minimo (dato no mostrado).

25.40 1kb
gltD gltB yajT
< 1< 1< | G 1 Cda O
3921 3922 3925 3927 3928
261.9 1kb
nipD proC btuE ilvC fabG fabG
(Adad oA DK 10 1D
L ]
3800 3803 3804 3807-3814 3817-3819
9.32y39.15 1kb
cheZ cheA cysB cysl cysH cysD cysN cysG pepA
D OaEDE DDA OO DD
e — |
3098 3100 3105-3108 3110-3112

Figura 3: Localizacion de los genes mutados en rutas biosintéticas de aminoéacidos. Casetes
genomicos del genoma de H. seropedicae SmR1 conteniendo los genes interrumpidos

(rojos) en las mutantes 19.24, 25.40,261.9,9.32y 39.15.

El fenotipo CAS de estas mutantes auxotrofas podria deberse a que 1g/L de extracto de levadura
no sea suficiente para proveer estos aminoacidos en las cantidades necesarias para el crecimiento
bacteriano. Por ende la imposibilidad de producir sideréforos en cantidades detectables podria ser
la causa de un metabolismo general deficitario debido a la falta de aminoacidos. Como se muestra
en la figura 4, con el agregado de cisteina 0,5 mM, la mutante 39.15 (cysl::mTn5) crece mejor y
forma halo naranja en medio CAS, aunque éste fue menor que el de la cepa salvaje en iguales

condiciones. En cambio, con el agregado de glutamato 5 mM y sin glucosa, la mutante 25.40
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(gltB::mTn5) a pesar de presentar un crecimiento notorio no mostré produccion detectable de
siderdforo. Este ultimo resultado sugiere entonces que la mutacién en el gen g/tB esté afectando

de otra manera la ruta biosintética del sideréforo producido por H. seropedicae 267.

A B

Figura 4: Fenotipo en medio CAS de la cepa salvaje H. seropedicae 267 y las mutantes 44.46
(exbD::mTn5), 39.15 (cysl::mTn5) y 25.40 (g/tB::mTn5). A) Medio CAS con cisteina 0,5 mMy
B) medio CAS sin glucosa y glutamato 5 mM. Diez microlitros de cultivos primarios en fase
exponencial tardia conteniendo aprox. 1 x 10° u.f.c. de cada cepa se colocaron como gota

en las placas, dejaron secar y se crecieron durante 48 h a 30 °C.

Mutantes en genes relacionados al metabolismo del carbono

La mutante 20.13 (Hsero_2283, acnA::mTn5) presentd un halo reducido en CAS (Tabla 1) y en esta
mutante la insercidon del minitransposon se ubicé en un ORF con homologia al gen acnA, que
codifica para la aconitasa A, enzima del ciclo de Krebs la cual cataliza la conversién de aconitato a
cis-aconitato (Fig. 5) [107]. Al evaluar la actividad aconitasa se observé una reduccién de ésta de
aproximadamente 5 veces con respecto a la actividad de la cepa salvaje (dato no mostrado). La
actividad remanente puede deberse a que en el genoma de H. seropedicae se encuentra otra
copia de acnA (Hsero_2979) aunque segun los resultados obtenidos, la copia interrumpida en la
mutante 20.13 (acnA::mTn5) seria la que tiene un papel preponderante en las condiciones de
crecimiento ensayadas. El fenotipo en medio CAS de la mutante puede explicarse basandonos en
los estudios realizados con aconitasas de E. coli [190]. Cuando E. coli es crecida en medios

limitados en hierro, el clister 4Fe-4S de la aconitasa B pierde un atomo de hierro. De esta manera
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la enzima pierde su actividad catalitica, ya que el cluster es responsable de la misma. Sin embargo,
la proteina adquiere la capacidad de unirse a ARNm especificos relacionados con el metabolismo
del hierro. Aquellos mensajeros implicados en los sistemas de alta afinidad para adquisicion del
metal son estabilizados por la proteina, mientras aquellos que codifican para proteinas de
almacenaje de hierro o de alto contenido en el metal son desestabilizados por la unién ARN-
aconitasa B. Algo similar podria estar ocurriendo en H. seropedicae: la falta de esta copia de
aconitasa podria provocar una disminucién en la sintesis de proteinas que participan en la sintesis
del sideréforo y por lo tanto una menor produccién del mismo. Se necesitarian de nuevos ensayos

para comprobar esta hipdtesis.

1kb
acnA ginH ginP  glnQ uspA nhaA
(e (e B > m— ] m—  m—1 > D | E—
2282 2284 2285 2289
1kb
crtB hpnk lldD cirA holBtmk gevT ugpQ plcN tonBexbD fecA
OB adl > L e [ [ | 2 >/ o { e | e D (¢ [ o [ cmmmmm—
| |
2595- 2598 2602 2604 2605 2610

Figura 5: Localizacion de los genes mutados relacionados al metabolismo del carbono.
Casetes gendmicos del genoma de H. seropedicae SmR1 conteniendo los genes

interrumpidos (rojos) en la mutante 20.13 y la mutante 5.39.

La mutante 5.39 (Hsero_2594, /ldD::mTn5), que produce un halo de mayor tamafo que el de la
cepa salvaje en medio CAS (Tabla 1), presenté la insercion del minitransposén en una copia del
gen lldD. El gen IldD codifica para la enzima L-lactato dehidrogenasa. Esta mutante mostré menor
crecimiento en medio NfbHPG con L-lactato como fuente carbonada, con respecto a la cepa
salvaje mientras que el crecimiento fue similar en ambas cepas en medio NfbHPG con malato
corroborando el fenotipo esperado (dato no mostrado). No se ha descrito hasta ahora relaciéon

alguna entre esta enzima y la produccién de sideréforos. Quizas el fenotipo observado sea una
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consecuencia de variaciones en el pH del medio y no algo directamente relacionado a la
producciéon de siderdforos. El contexto genético de este ORF muestra corriente abajo y en la
misma hebra un receptor del tipo TonB dependiente (Hsero_2599), pero es poco probable que el
transposon esté afectando la expresidn de este gen debido a que se encuentra a 3716 pb de

distancia (Fig. 5).

Otras mutantes identificadas

Los sitios de insercion del minitransposén en las mutantes 14.43 (Hsero_0524) y 25.46
(Hsero_4782) que sobreacumulaban sideréforos y la mutante no productora de sideréforos 38.48
(Hsero_4548) fueron también identificados por homologia de secuencias (Fig. 6). La mutante 14.43
presentd el transposén inserto en un ORF con homologia a reguladores transcripcionales del tipo
LysR. El contexto genético de este ORF no presenta ninglin gen que se relacione claramente con el
metabolismo de hierro. La mutante 25.46 presenté el transposén inserto en un exportador del
tipo ABC sin otros genes aparentemente asociados. En la mutante 38.48 el gen interrumpido era
homdlogo a genes que codifican para reguladores de sistemas de dos componentes. Esta mutante
presentd un menor crecimiento en NfbHP-malato suplementado o no con hierro, por lo que el
fenotipo en CAS puede deberse a problemas generales de metabolismo (dato no mostrado). De
acuerdo a la bibliografia disponible no podemos establecer un vinculo directo entre estos genesy

el fenotipo observado en medio CAS sin un mayor estudio de las mutantes.

Fijacion de nitrégeno

Con el fin de evaluar si el proceso de fijacion de nitrégeno en H. seropedicae 767 es afectado por la
disponibilidad de hierro, se determiné la actividad nitrogenasa de la cepa salvaje y de seis de las
mutantes derivadas, mediante el ensayo de reduccién de acetileno [59, 173] en cultivos crecidos
en medios con o sin el agregado de FeSO,4 72 uM (Tabla 2). La actividad nitrogenasa de la mutante
25.40 (g/tB::mTn5) no pudo ser detectada independientemente del agregado o no de hierro. Por el
contrario, la actividad nitrogenasa de la mutante 44.46 (exbD::mTn5) se redujo severamente (fue
aproximadamente 10 veces menor) cuando no se agrego hierro al medio. En las mutantes 20.13
(acnA::mTn5) y 5.39 (/ldD::mTn5) se detectd solamente una pequefia reduccién en la actividad en

medios limitados en el metal.
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Figura 5: Localizacion de los genes mutados en otras mutantes identificadas. Casetes
genomicos del genoma de H. seropedicae SmR1 conteniendo los genes interrumpidos

(rojos) de las mutantes 14.43, 25.46y 38.48.

Los resultados obtenidos en esta tesis apoyan la hipdtesis que H. seropedicae asimila amonio
principalmente a través de la via de la de glutamina sintasa-glutamato sintetasa (GS-GOGAT),
mientras que la actividad de la enzima glutamato deshidrogenasa codificada por gdhA
(Hsero_3858) posee un papel de menor importancia en la sintesis de glutamato, ya que la mutante
gltB::mTn5 muestra un crecimiento lento incluso con concentraciones de NH;Cl 20 mM (datos no
mostrados). Lo mismo fue descrito para Azospirillum brasilense [209]. En Rhizobium etli el NH,Cl se
asimila exclusivamente por la via GS-GOGAT [37].

Existe una larga historia de estudios que han establecido que la funcion del sistema de control de
nitrégeno de bacterias Gram- depende fundamentalmente de la actividad de la glutamato sintasa.
Sin embargo, las razones para esta relacién son todavia un tema de debate [180]. Mutantes de E.

coli y Klebsiella aerogenes defectuosas en el gen g/tB presentan menor crecimiento cuando son
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Tabla 2. Actividad nitrogenasa de la cepa salvaje y diferentes mutantes cultivados en medio NfbHP-malato
semi-sélido suplementado con 0,5 mM de glutamato con el agregado (+Fe) o no (-Fe) de FeSO4 72 uM. Los

valores son la media de al menos tres experimentos independientes. + significa D.S.

Actividad nitrogenasa (nmol etileno.mg™ proteina.min™
Cepa (gen/locus interrumpido; g ( g P )

fenotipo en CAS) +Fe -Fe

267 (+) 10.19 £1.53 10.90£2.11
20.13 (acnA::mTn5; -) 9.03+1.75 5.30+£0.92
25.40 (g/tB::mTn5; -) 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
25.46 (Hsero_4782; ++) 8.82+1.70 8.55+1.33
38.48 (Hsero_3848; -) 10.84 +2.75 9.46 +£2.37
44.46 (exbD::mTn5; +++) 10.26 £0.81 1.58+£0.30
5.39 (//dD::mTn5; ++) 11.68 £1.93 7.57+1.37

crecidas en fuentes de nitrégeno diferentes al glutamato [74]. Estos autores sugieren que este
fenotipo es consecuencia del bajo contenido en glutamato de la célula. Resultados similares se
obtuvieron para mutantes gl/tB en Pseudomonas putida [180]. En este caso, los autores
demuestran que con la via de sintesis de glutamato truncada, la glutamina se acumula provocando
una inhibicion de la accién de NtrC. Trabajos mas recientes demostraron que una mutante g/tB de
R. etli detiene el desarrollo del nddulo en plantas de poroto vy la fijacién de nitrogeno es nula [133].
Los autores proponen que dicha inhibicién se debe a que los genes de los sistemas de transporte
de aminoacidos en el nédulo se ven reprimidos en dicha mutante. Con el fin de esclarecer la
desaparicion de la actividad nitrogenasa observada en la mutante 25.40 (g/tB::mTn5) se midid la
actividad nitrogenasa de la mutante y de la cepa salvaje en medios con concentraciones crecientes
de glutamato (Fig. 7). Los datos obtenidos indican que existe una reduccidon en la actividad
nitrogenasa de la cepa salvaje debida seguramente a una represién por las altas concentraciones
de nitrégeno en forma de glutamato. Por el contrario, la mutante 25.40 (g/tB::mTn5) no presenté
actividad detectable en ninguna de las concentraciones utilizadas. Los resultados mostrados en la
figura 7B podrian rechazar la hipdtesis que la falta de glutamato afecta el crecimiento y por ende
la actividad nitrogenasa ya que si bien los valores de proteinas totales son adecuados igualmente
no se obtienen valores detectables de reduccion de acetileno y apoyaria la hipétesis de un efecto
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asociado a la acumulaciéon de glutamina Aunque no se puede descartar otro tipo de efecto

complementario/alternativo a la represién de la nitrogenasa mediada por glutamato.

x
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£ 800 =
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Figura 7: A) Actividad nitrogenasa de H. seropedicae Z67 y de la mutante 25.40 (g/tB::mTn5)
crecidos en medio semi-sélido NfbHP-malato con concentraciones crecientes de glutamato.
B) Proteinas totales correspondiente a las muestras empleadas en el ensayo de actividad

nitrogenasa. Los valores son el promedio de tres ensayos independientes + D.S.

Conclusiones

El avance en las técnicas de secuenciacion masiva de los ultimos anos ha dado paso a una nueva
era en las ciencias bioldgicas. Es necesario desarrollar junto con este avance estrategias
experimentales de aplicacion general utiles para desentrafiar cdmo estos diversos genomas
dirigen la organizaciéon de las células en diferentes ambientes. Los transposones han resurgido en
los ultimos afios como herramientas sencillas pero sofisticadas para estos estudios de genémica
funcional [81]. Mediante esta técnica y utilizando seleccidon de transconjugantes en medio CAS,
logramos obtener una variedad de mutantes en diferentes genes. Los resultados obtenidos para
las mutantes en la biosintesis de aminodcidos, asi como los reguladores y transportadores sin
funcidn previa descrita en la homeostasis de hierro asi como la implicancia de la glutamato sintasa
en los mecanismos de fijacion de nitrégeno resultan de gran interés. Debido a los objetivos
iniciales de esta tesis, se continud trabajando con las mutantes 4.3 y 44.46 (exbD::mTn5) (ver
capitulos siguientes) sin embargo consideramos que seria de sumo interés profundizar en la

caracterizacion del resto de las mutantes obtenidas.
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CAPITULO 3: LA RESTRICCION DE HIERRO AFECTA LA ACTIVIDAD NITROGENASA Y
LA EXPRESION DE LOS GENES nifA Y nifH EN Herbaspirillum seropedicae

Rosconi, F., Souza, E.M., Pedrosa, F.O., Platero, R.A., Gonzalez, C., Gonzalez, M., Batista, S., Gill, P.R. y
Fabiano E. (2006) Iron depletion affects nitrogenase activity and expression of nifH and nifA genes in

Herbaspirillum seropedicae. FEMS Microbiol Lett 258: 214-219.

Resumen

Se analizé la respuesta de H. seropedicae 267 a la deficiencia de hierro en condiciones de fijacidn
de nitrégeno. Se constaté que el gen exbD es inducido en respuesta a la limitacién de hierro y esta
implicado en la homeostasis de hierro. El analisis fenotipico de una cepa mutante donde el gen
exbD se encuentra interrumpido con un minitransposén, indica que este gen es esencial para la
fijacion de nitrégeno cuando la cepa se encuentra en condiciones de falta de hierro. Ademas, se
demostré que la expresidn de los genes nifH y nifA es dependiente de hierro en el contexto

genético de H. seropedicae.

Objetivos
1. Caracterizar el fenotipo de crecimiento exbD de la mutante 44.46 (exbD::mTn5) y la
expresion del gen interrumpido en medios con diferente disponibilidad de hierro.
2. Evaluar el efecto de la disponibilidad de hierro sobre la actividad nitrogenasa de H.
seropedicae.
3. Evaluar el efecto de la disponibilidad de hierro sobre la expresion de los genes

estructurales de la nitrogenasa y del gen que codifica para el activador transcripcional NifA.

Principales resultados y conclusiones

Los resultados mostrados en este capitulo demostraron que la actividad y expresién de la
nitrogenasa responde a la disponibilidad de hierro. Una estrategia utilizada por las bacterias para
controlar la homeostasis de hierro es reprimir la expresién de algunas proteinas que contienen
hierro bajo condiciones de baja disponibilidad del metal y la expresién de la nitrogenasa podria ser

entonces un ejemplo mas de esta estrategia.
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En base a nuestros resultados asi como a los datos obtenidos por Klassen y col. [103] proponemos
gue H. seropedicae utiliza diferentes mecanismos para adaptar el proceso de fijacién de nitrégeno
a los niveles de disponibilidad de hierro: cuando las condiciones de disponibilidad de hierro son
adecuadas, la expresion y la actividad del complejo nitrogenasa son éptimas. Cuando los niveles
de hierro se ven reducidos, se expresan los sistemas de alta afinidad para el hierro y bajo esta
situacioén, los genes nifH y nifA son reprimidos, pero la enzima nitrogenasa puede aun ser
correctamente ensamblada requiriendo de la accion de los productos de los genes nifXHsero_2847
[103]. Esto puede ser lo que suceda en ambientes naturales donde la concentracion de hierro libre
es usualmente escasa. Cuando la concentracion de hierro intracelular llega a un nivel limite, como
sucede en el caso de la mutante exbD crecida en ambientes con escaso hierro, la actividad

nitrogenasa se pierde por completo.

Contribucion personal al trabajo y aporte a los objetivos planteados

En este trabajo realicé todos los andlisis genéticos de las mutantes, la evaluacién de la expresidn
de los genes en los diferentes medios, vy las caracterizaciones fenotipicas de las cepas incluidas las
determinaciones de actividad nitrogenasa. El trabajo presentado en este capitulo fue parcialmente
financiado por RITE, UNU-BIOLAC, PEDECIBA Quimica-Biologia y por un proyecto CSIC-iniciaciéon
2004 del que fui responsable.
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Introduction

Herbaspirillum seropedicae is a diazotrophic endophyte that
belongs to the B-subclass of Proteobacteria. It was pre-
viously demonstrated that H. seropedicae strain 267 (Balda-
ni et al., 1986) is able to systemically colonize the interior of
rice plants (James et al., 2002) and to fix nitrogen in planta
(Baldani et al., 2000). Reduction of N, to ammonia is
catalysed by the nitrogenase enzymatic complex. Nitrogen-
ase is a high iron-containing enzyme with about 38 atoms of
iron per enzymatic complex (Georgiadis et al., 1992; Mayer
et al., 1999; Rees & Howard, 2000). Thus, the availability of
nutritional iron might impose restrictions on the expres-
sion, assembly and function of an effective nitrogenase
complex. In that context, Klassen et al. (2003) showed that
nitrogenase activity in H. seropedicae requires the products
of the nifXorfl genes under iron-limiting conditions. Struc-
tural genes for nitrogenase form part of the nifHDKENXor-
florf2 operon, nifH being the gene that encodes the Fe
protein of nitrogenase (Pedrosa et al, 2001). The c*-
dependent transcriptional activator NifA modulates expres-
sion of nitrogenase in H. seropedicae in response to available

© 2006 Federation of European Microbiological Societies
Published by Blackwell Publishing Ltd. All rights reserved

nitrogen. Moreover, we provide evidence that expression of the nifH and nifA
genes is iron dependent in a H. seropedicae genetic background.

nitrogen and oxygen levels (Souza et al., 1991). The nifA
promoter region has binding sites for NtrC, IHF and NifA
itself, and the concerted actions of these three proteins are
essential for fine-tuning the expression of nifA (Wassem
et al, 2002). In addition, activity of NifA protein is
modulated by iron levels in an Escherichia coli background
(Souza et al., 1999).

Iron is an essential cofactor for many enzymes involved in
cellular processes (Andrews et al., 2003). A common strategy
used by gram-negative bacteria when iron is scarce, involves
the production of ferric-specific ligands, siderophores,
which are secreted into the environment and, the internali-
zation of the ferric-siderophore complexes through specific
outer membrane receptors (Andrews et al., 2003). The
energy for the transport of ferric-siderophores across the
outer membrane is provided by the proton motive force and
is transduced to outer membrane receptors by the Ton-
B-ExbB-ExbD complex (Postle & Kadner, 2003).

In the present work, we determined the effect of low iron-
availability on nitrogenase activity and expression in H.
seropedicae 767 strain. Moreover, we identified an exbD
mutant and evaluated the requirement of this gene for both
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high-affinity siderophore-mediated iron acquisition and
nitrogenase activity. To our knowledge, this is the first report
showing that nitrogenase activity and, nifH and nifA expres-
sion respond to iron in a H. seropedicae background. As
H. seropedicae is able to fix nitrogen in a free-living state, we
consider this bacterium as a reliable biological system to
study iron effect on nitrogen fixation in its original back-
ground.

Materials and methods

Media and growth conditions

Herbaspirillum seropedicae strains were grown at 30 °C in
TY-Ca (tryptone 5gL”’, yeast extract 3gL™', CaCl,
O.IgL_l) (Beringer, 1974) or in NFbHP-malate medium
(Klassen et al., 1997) supplemented with 5mM sodium r-
glutamate as a sole nitrogen source (NFbHPG). Different
iron availability conditions were obtained with the addition
of FeCls, FeSO, or the metal-chelator 2,2’-dipyridyl (DP) as
indicated for each assay. Escherichia coli strains were grown
at 37 °C in Luria—Bertani (LB) medium. When required, 35
pugmL™" kanamycin, 5 pgmL™" nalidixic acid or 10 pgmL™
tetracycline were added to the medium.

Siderophore production was evaluated as the formation
of an orange halo using the chromo azurol sulfonate (CAS)
agar plate method (Schwyn & Neilands, 1987).

Construction of exbD and /ldD mutants

The mini-transposon mTn5gusA-O-pgfp (C. Xi, unpub-
lished data) is a derivative of pmTn5gusA-pgfp21
(pFAJ1819) (Xi ef al., 1999). This mini-transposon carries a
promoterless uidA gene, a kanamycin resistance gene, an E.
coli oriV (Incl) region and two copies of a constitutively
expressed gfp gene. Plasmid was transferred to H. seropedi-
cae 767 by conjugation using E. coli S17-1Apir (Herrero
et al., 1990) as donor strain. Random mTn5gusA-O-pgfp
insertion derivatives of H. seropedicae strain Z67 were
screened for siderophore overaccumulation in the medium,
evaluated as the appearance of a big orange halo in CAS
solid medium. To identify the mTn5gusA-O-pgfp inter-
rupted genes, tagged locus were cloned in E. coli DH10B
cells. For this purpose, genomic DNAs from selected mu-
tants were digested with Pvu I, an enzyme that does not cut
the mini-transposon. Digestion mixtures were ligated using
T4 DNA ligase, and mixtures were used to transform E. coli
competent cells. This was possible because the mini-
transposon construction contains an E. coli oriV region.
Plasmids were recovered from kanamycin-resistant cells and
the DNA flanking the mini-transposon insertion was
sequenced using an outreading uidA sequencing primer
(5'-GGGTTGGGGTTTCTACAGGACG-3'), which anneals
near the 5'-end of the mini-transposon. Deduced aminoa-
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cidic sequences encoded by DNA sequences adjacent to the
sites of transposon insertion were analyzed using BLAST
searches in nonredundant databases. Southern analysis of
Pyu I-digested genomic DNAs using biotinylated mTn5gu-
sA-O-pgfp as a probe was performed in order to confirm a
single insertion of the minitransposon in the genome of
each mutant.

Enzymatic activities

Nitrogenase activity of H. seropedicae Z67 and XBD mutant
strains was determined by the acetylene reduction assay
(Dilworth, 1966; Schollhorn & Burris, 1967) With this aim,
1.5 x 10® cells were inoculated in 4 mL of NFbHP semi-solid
(1.75 gL' agar) medium supplemented with 0.5 mM gluta-
mate, 1% LB medium, with or without 50 uM DP and
different concentrations of FeSO,. Cultures were grown for
about 24h at 30 °C. NADPH-dependent sulfite reductase
activity was evaluated according to the method described by
Siegel et al. (1973). Protein concentration was measured by
the Bradford method (Bradford, 1976) using bovine serum
albumin as a standard.

Gene expression

As the exbD gene seemed to be transcribed in the same
orientation as the uidA reporter gene in the XBD mutant,
exbD expression was studied by measuring 3-glucuronidase
activity. The assay was carried out according to the method
described by Jefferson et al. (1986) with few modifications.
Briefly, 5mL of NFbHPG medium supplemented with
72 uM FeCl; or 50 uM DP, were inoculated with 100 pL of
early stationary phase culture. Cultures were then incubated
for 16 h, the ODg,0 nm, Was determined and aliquots of 300 p
L were centrifuged 5 min at 5000 g. Cells were resuspended
in 1mL of extraction buffer (50 mM NaH,PO,, 10 mM
B-mercaptoethanol, 10 mM EDTA, 0.1% lauryl sarkosine,
0.1% Triton X-100) and incubated 15 min at 37 °C. Reac-
tions were initiated with the addition of 100 pL of 10 mM p-
nitrophenyl B-p-glucuronide and after incubation at 37 °C,
reactions were stopped with the addition of 400 uL of 2.5 M
2-amino-2-methyl-1,3-propanediol. After centrifugation for
15min at 15000g, the absorbance was determined at
420 nm B-glucuronidase activity was expressed as nmol of
p-nitrophenol produced per min per ODgygpnm of the
culture.

Nitrogenase structural genes and nifA expression of
H. seropedicae 767 wild-type and XBD mutant strains, were
evaluated using plasmids pIMA217 and pRW1. Plasmid
PIMA217 contains a H. seropedicae nifH::lacZ fusion in the
Tc", IncP plasmid, pMP220 (Machado ef al., 1996). Plasmid
PRWI1 carries a H. seropedicae nifA::lacZ fusion in the IncP,
low-copy number vector pPW452 (Wassem et al., 2002).
Plasmids were transferred to H. seropedicae strains by
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conjugation using E. coli S17-1 as donor strain. Herbaspir-
illum cultures were grown in the same conditions as
described for nitrogenase assay and B-galactosidase activity
was measured according to the method described by Miller
(1972) with the following modifications. Cells grown in
semi-solid medium were homogenized and 200 uL of the
homogenate were mixed with 800 uL of Z buffer (60 mM
Na,HPO,, 40 mM NaH,PO,, 10 mM KCI, 10 mM MgSO,,
50 mM B-mercaptoethanol, pH 7.0) supplemented with 25
ugmL ™" SDS and 25 uL. CHCls. After 10 min of incubation
at 30 °C, the reaction was initiated with the addition of 100 pt
L of o-nitrophenyl-B-p-galactopyranoside (4 mgmL ™" in Z
buffer). B-galactosidase activity was expressed as nmols of
o-nitrophenol produced per min per mg of protein.

The expression of the r-lactate dehydrogenase gene (IldD)
in the /l[dD mutant (LLD) was determined by measuring the
B-glucuronidase activity corresponding to the uidA reporter
gene present in the minitrasposon. Cells were grown and
treated as described for nitrogenase activity assays. P-
glucuronidase activity was expressed as nmols of p-nitro-
phenol produced per min per mg of protein.

Results and discussion

Characterization of the exbD mutant

A collection of random mTn5gusA-O-pgfp insertion deriva-
tives of Herbaspirillum seropedicae strain Z67 was screened
for siderophore production in CAS solid medium (Schwyn
& Neilands, 1987). One mutant (XBD) that overaccumu-
lates siderophores on CAS solid medium and with the mini-
transposon inserted in a nucleotidic region that exhibited
high similarity to exbD genes was selected for further
studies. The sequenced region (666 bp) was used to search
for similarities in the partial sequence of H. seropedicae
SmR1 genome (The Herbaspirillum seropedicae Genome
Sequencing Project, GENOPAR, http://nfn.genopar.org).
An identical sequence (100 % identity over 666bp) was
found which corresponded to an internal region of a
putative exbD gene, suggesting that this gene had been
inactivated in the mutant strain. Furthermore, the sequence
analysis also showed that exbB- and tonB-like genes were
located upstream from exbD, probably comprising a single
operon tonBexbBexbD (Fig. 1), an organization well con-
served in bacteria. An ORF similar to a bacterioferritin
coding gene (bfr) was found downstream the exbD gene.
The intergenic region between these two presumptive genes
included a putative end of transcription sequence (data not
shown) suggesting that the bfr gene is not part of the same
operon. This is consistent with the fact that bacterioferritins
are iron-storage proteins and are thus usually expressed
under iron sufficient conditions whereas the tonB, exbB and
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mTn5gusA-O-pgfo

Fig. 1. Physical map of the Herbaspirillum seropedicae SmR1 DNA
region containing the exbD gene. The dotted line shows the DNA region
sequenced in this work. The insertion of the mTn5gusA-O-pgfp in the
XBD mutant is indicated with a triangle.

(@) (b) 2

ODg20 nm

0 20 40 60

267 XBD Time (h)

Fig. 2. Phenotype of Herbaspirillum seropedicae 7267 wild-type strain
and of the exbD mutant (XBD). (a) Siderophore production by the wild-
type strain (left) and XBD (right) mutant in CAS solid medium. (b) Growth
of H. seropedicae 767 wild type (circles) and XBD (triangles) strains in
NFbHPG medium supplemented with 72 uM FeCls (open symbols) or 50
UM DP (closed symbols).

exbD genes are expressed under iron limitation (Bosch et al.,
2002; Andrews et al., 2003; Stork et al., 2004).

The XBD mutant overaccumulates siderophore in the
medium (Fig. 2a), but was compromised in its ability to
grow in an iron-limited medium compared with the wild-
type strain (Fig. 2b). These results indicate that the XBD
mutant was apparently unable to uptake its own secreted
siderophore. The phenotype of the XBD mutant together
with the sequence data obtained indicates that the identified
exbD gene is involved in siderophore-mediated iron inter-
nalization under iron-limited conditions.

Expression of the interrupted exbD gene in
Herbaspirillum seropedicae

Many iron acquisition genes are repressed under iron
sufficiency, therefore the effect of iron concentration on the
regulation of exbD in H. seropedicae was tested. For this
purpose, the expression of exbD gene in the XBD mutant
was studied by measuring B-glucuronidase activity. As
shown in Table 1, B-glucuronidase activity was sevenfold
reduced in iron-supplemented medium compared with a
DP-supplemented medium indicating that exbD expression
is iron regulated. On the other hand, the observation that
similar growth of wild-type and mutant strains was obtained
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Table 1. Iron response of the in vivo expression of exbD, nifH, nifA and of a putative /ldD gene in Herbaspirillum seropedicae

B-glucuronidase activity™®

B-galactosidase activity”

XBD LLD (putative 267-pIMA217 XBD-pIMA217 267-pRW1 (nifA XBD-pRW1 (nifA
NFbHP medium (exbD::uidA)  IldD::uidA) (nifH::lac2) (nifH::lac2) lac2) lac2)
+FeCl3 72 uM 68 + 4% 449 + 30 978+ 187 970+ 198 2827 +214 2414 +107
+DP 50 uM 468 +2 396+ 76 225448 149 +24 972 +404 1006 +518
+FeCl; 75pM+DP 50 NAS NA 1109+ 109 1075+ 17 2709 + 264 2644 4+ 362
uM

*B-glucuronidase activity is expressed as nmols of p-nitrophenol per min per OD 50 nm for the exbD:uidA and as nmols of p-nitrophenol per min per mg

of protein for the /ldD:uidA.

B-galactosidase activity is expressed as nmols of o-nitrophenol per min per mg of protein.
iThe data shown are the mean values 4 SD of three independent assays. Data from each assay are the average of two measurements.

SNot assayed.
NA, not applicable.

(a) (b) 14+
107 mze7 12 W 267
-8 ]
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Fig. 3. Effect of iron limitation on nitrogenase (a) and sulfite reductase (b) activities of Herbaspirillum seropedicae Z67 and XBD strains. Nitrogenase
activity was determined as nmol of ethylene produced per min per mg of protein. Sulfite reductase activity was expressed as milliunits per mg of protein,
a unit of activity is defined as that amount of enzyme which catalyzes the oxidation of 1 umol of NADPH per min. The data shown are the average 4 SD

(error bars) from at least three independent assays.

in iron-sufficient medium (Fig. 2b), indicates that this gene
is not essential under iron sufficiency.

Effect of iron availability on nitrogen fixation

In order to evaluate whether N, fixation was affected by iron
availability, we measured nitrogenase activity by the acet-
ylene reduction assay. As shown in Fig. 3, wild-type nitro-
genase activity was reduced 40-50% when cells were
grown in medium supplemented with 50 uM DP compared
with a 72 uM FeSO, supplemented medium. Klassen et al.
(2003) previously reported that the nitrogenase activity of
H. seropedicae was unaffected when no iron was added to
the medium. A plausible explanation for these apparently
contradictory results could be that in the present work a
severe iron-limitation condition was achieved by the
presence of DP.

Interestingly, the XBD mutant had no detectable nitro-
genase activity in media containing 50 uM DP and without
added iron (Fig. 3). Similar nitrogenase activities were
obtained for both the wild-type and mutant strains grown
under iron-sufficient conditions. Nitrogenase activity could
be restored by addition of iron to DP supplemented
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medium, indicating that iron is responsible for the observed
effect.

To test whether the reduction in nitrogenase activity in
iron-limited medium was a nonspecific effect common to all
iron-containing proteins, we measured the activity of sulfite
reductase, an iron containing protein. As shown in Fig. 3b
the wild-type and the XBD mutant strains showed similar
enzymatic activity values. Moreover, NADPH-sulfite reduc-
tase activity was not reduced in DP-containing medium
indicating that iron-limiting conditions do not similarly
affect all iron-containing proteins.

The loss or reduction of nitrogenase activity in cells
grown in DP-containing medium could be the result of an
enzymatic inactivation (e.g. because there is not enough
iron to be assembled in this high iron-containing protein).
An alternative or complementary explanation is that nitro-
genase gene expression is down regulated under iron-
restricted conditions. In order to determine the effect of
iron on H. seropedicae nifH and nifA gene expression, we
evaluated B-galactosidase activity of H. seropedicae strains
carrying plasmids pIMA217 and pRW1 with the nifH::lacZ
and nifA::lacZ fusions, respectively. The data show that both
wild type and mutant strains containing the pIMA217
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plasmid had a fivefold decrease in B-galactosidase activity in
a DP-containing medium compared with an iron-sufficient
medium (Table 1) indicating that nifH gene expression is
up-regulated by iron. Similar results were obtained for nifA
expression where a 2.5-fold decrease in activity was ob-
served. As NifA is an activator of the nifH operon, we can
assume that the reduction in nifH expression is due, at least
in part, to the reduced levels of NifA protein under iron-
depleted conditions.

To analyze whether DP produces a general and nonspe-
cific effect on gene expression, we measured B-glucuroni-
dase activity in another mini-transposon derivative mutant
(LLD mutant). In this mutant strain, the mini-transposon
was inserted in a region with high similarity with the coding
region of r-lactate dehydrogenase genes (I/ldD) and the uidA
reporter gene was in the same orientation as the putative
lldD gene. Siderophore production by LLD mutant strain
grown in CAS solid medium, as well as nitrogenase activity
in medium with 72 uM FeSO, or with 50 uM DP, were
similar to that of the wild-type strain (data not shown). As
shown in Table 1, B-glucuronidase activity of LLD mutant,
was similar in iron-sufficient and in DP-containing medium
indicating that the putative /l[dD gene expression is not
affected by the presence of 50 pM DP. Moreover, exbD gene
expression was increased almost seven times in DP-contain-
ing medium. Taken together, results presented in Table 1
clearly shown that nifA and nifH expression is regulated by
iron at the transcriptional level in H. seropedicae Z67.

Mutation in the exbD gene did not significantly influence
nifH or nifA expression (Table 1), nonetheless nitrogenase
activity was abolished when the XBD mutant was grown in
iron depleted condition (Fig. 3). This fact may point that,
when iron scarcity is extremely severe, nitrogenase assembly
and/or activity is also affected.

In conclusion, our findings demonstrate that the activity
and expression of nitrogenase respond to iron availability.
One strategy used by bacteria to control iron homeostasis is
to down-regulate the expression of some iron-containing
proteins under iron-restricted conditions (Andrews et al.,
2003) and nitrogenase expression can be one more example
of such a strategy. We propose that different mechanisms
are used by Herbaspirillum to modulate nitrogen fixation in
response to iron availability. When the bacterium is iron
sufficient, nitrogenase expression and activity are
optimal. When iron levels are reduced, high-affinity iron
acquisition systems are up-regulated, nifH and nifA gene
expression is depressed, nitrogenase could be still correctly
assembled and active but requires the products of nifXorfl
genes (Klassen ef al., 2003). This could be the situation
expected in natural environments, where free iron is
usually scarce. When conditions of iron depletion are
extremely severe (as for the exbD mutant), nitrogenase
activity is lost.
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Capitulo 4

CAPITULO 4: IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LAS
SEROBACTINAS, UN GRUPO DE SIDEROFOROS LIPOPEPTIDICOS PRODUCIDOS POR

Herbaspirillum seropedicae

Rosconi, F., Davyt, D., Martinez, V., Martinez, M., Abin-Carriquiry, J.A., Zane, H., Butler, A., de Souza, E.M., y
Fabiano, E. (2013) Identification and structural characterization of serobactins, a suite of lipopeptide
siderophores produced by the grass endophyte Herbaspirillum seropedicae. Environ Microbiol 15(3): p. 916-
27.

Resumen

El objetivo del trabajo presentado en este capitulo fue identificar y caracterizar los sideréforos
producidos por H. seropedicae. Mediante herramientas computacionales y partiendo de la
secuencia del gen Hsero_2343 codificante para una NRP-Sintetasa, interrumpido en la mutante
4.3, se predijo la estructura quimica del siderdforo. Esta estructura se confirmé luego por analisis
guimico. A partir de los resultados obtenidos concluimos que los sideréforos producidos por H.
seropedicae Z67 son un conjunto de lipopéptidos anfifilicos, a los cuales nombramos como
serobactina A, B y C, que varian en la longitud de la cadena del acido graso. Se demostré ademas
la actividad bioldgica de las serobactinas como fuentes nutricionales de hierro para H.
seropedicae. Estos son los primeros sideréforos estructuralmente caracterizados producidos por

bacterias enddfitas.

Objetivos
1. lIdentificar la estructura quimica de los sideréforos producidos por H. seropedicae

2. Comprobar la actividad biolégica de estas moléculas como fuentes nutricionales de hierro

Principales resultados

En este capitulo se demostré que H. seropedicae produce un grupo de sideréforos lipopeptidicos
con igual estructura peptidica pero con diferente largo de la cadena del acido graso, siendo todos
ellos sintetizados por la NRP-Sintetasa producto del gen Hsero 2343. Se decidié nombrarlos
serobactinas. Comprobamos que el complejo Fe’-serobactina se une al hierro de forma

hexadentada y posee una estequiometria 1:1. La unién al hierro estd dada por dos grupos a-
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hidroxicarboxilatos (2 B-hidroxiaspartatos) y un grupo hidroxamato (N°-ciclohidroxiornitina).
Demostramos que las serobactinas comparten las dos caracteristicas descritas para la mayoria de
los siderdéforos producidos por bacterias marinas: anfifilicidad y fotorreactividad. Mediante
ensayos de crecimiento en medio liquido y bioensayos en medio sélido se confirmé la funcidn

esperada de sideroforo para las serobactinas identificadas.

Conclusiones

Dada la funcidon de las serobactinas en la adquisicion de hierro por H. seropedicae 767, su
produccidn seria una caracteristica importante para la vida celular cuando la bacteria se encuentra
en ambientes donde la disponibilidad de hierro es escasa.

Los nichos naturales de H. seropedicae incluyen la rizésfera y tejidos internos de pastos tropicales,
gue estan protegidos de la luz solar. Sin embargo, H. seropedicae se encuentran en gran nimero
en los vasos del xilema de las hojas de arroz, sorgo, maiz, trigo y plantas e incluso en la superficie
de las hojas de arroz, que esta expuesta a la luz solar. Por lo tanto, de producirse serobactinas en
estos nichos y formarse el complejo con Fe** se desencadenaria el proceso fotorreactivo. A pesar
del predominio de sideréforos marinos fotorreactivos cuando se encuentran coordinados al ion
Fe*', la importancia bioldgica de esta fotorreactividad, sigue siendo desconocida [201]. El destino

del Fe”* derivado de esta reaccién es incierto y necesita de mas estudios.

Contribucion personal al trabajo y aporte a los objetivos planteados

En el trabajo presentado en este capitulo realicé los estudios bioinformaticos de la NRP-Sintetasa,
las caracterizaciones bioldgicas de los compuestos purificados, la caracterizacion de las mutantes y
puse a punto las condiciones de producciéon optimas de los sideréforos. Con la colaboracién de
Danilo Davyt, de la Catedra de Quimica Farmacéutica de la Facultad de Quimica, y con el personal
de la Plataforma HPLC del 1IBCE desarrollamos el protocolo de purificacion de las serobactinas y
participé del andlisis de estos resultados. El analisis mediante espectrometria de masas MALDI-
TOF lo hice con la colaboracién del personal del UByPA, IP Mont y D. Davyt. Otros ensayos
complementarios de espectrometria de masas los realicé en colaboracién con el grupo de
Emanuel de Souza, en Curitiba, Brasil, durante pasantias financiadas por un proyecto bilateral
PROSUL-CNPq. EL resto de los ensayos quimico-analiticos, como la fotorreactividad y quiralidad de

los aminodcidos los realicé durante una pasantia financiada por PEDECIBA en el Department of
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Summary

Herbaspirillum seropedicae 267 is a diazotrophic
endophyte able to colonize the interior of many eco-
nomically relevant crops such as rice, wheat, corn
and sorghum. Structures of siderophores produced
by bacterial endophytes have not yet been elucidated.
The aim of this work was to identify and characterize
the siderophores produced by this bacterium. In
a screening for mutants unable to produce
siderophores we found a mutant that had a transpo-
son insertion in a non-ribosomal peptide synthase
(NRPS) gene coding for a putative siderophore bio-
synthetic enzyme. The chemical structure of the
siderophore was predicted using computational
genomic tools. The predicted structure was con-
firmed by chemical analysis. We found that
siderophores produced by H. seropedicae Z67 are a
suite of amphiphilic lipopeptides, named serobactin
A, B and C, which vary by the length of the fatty
acid chain. We also demonstrated the biological
activity of serobactins as nutritional iron sources for
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H. seropedicae. These are the first structurally
described siderophores produced by endophytic
bacteria.

Introduction

Endophytic bacteria colonize internal tissues of plants
without causing disease to the host (Ryan et al.,, 2008;
Reinhold-Hurek and Hurek, 2011). Herbaspirillum sero-
pedicae Z67, a member of the Betaproteobacteria class, is
a plant endophytic bacterium able to colonize and survive
within tissues of many important agricultural crops such as
rice, sorghum, wheat, corn and sugar cane (Baldani et al.,
1986; James et al., 2002). This bacterium, which was
isolated in Brazil (the name refers to the location of the
EMBRAPA National Center for Agrobiology in Seropédica,
Rio de Janeiro), is of biotechnological interest due to its
nitrogen-fixing and plant growth-promoting capabilities
(Gyaneshwar et al., 2002; Roncato-Maccari et al., 2003).

The nitrogen-fixation process is highly dependent on
iron (Rees and Howard, 2000). We demonstrated that in
H. seropedicae Z67 the activity and expression of nitro-
genase respond to iron availability (Rosconi et al., 2006).
Our results indicated that under iron sufficient conditions,
nitrogenase activity and nif gene expression are optimal.
Whereas when the iron level is reduced, nifH and nifA
expression is depressed and under severe iron depletion
the nitrogenase activity is completely lost. In addition to
biological nitrogen fixation, numerous metabolic proc-
esses depend on iron including respiration, amino acid
synthesis, and the Krebs cycle (Andrews et al., 2003).
Despite its relevance, information about systems involved
in iron homeostasis in H. seropedicae is scarce. Moreo-
ver, very little is known about the iron role in the interac-
tion between plant and endophytes. With the exception of
epichloénin, a ferrichrome-related siderophore produced
by the fungal endophyte Epichloé festucae (Koulman
et al.,, 2012), to our knowledge, no other siderophore pro-
duced by a plant endophyte has been structurally and
functionally characterized.

Analysis of the published genome sequence of H. se-
ropedicae SmR1 showed that at least 27 genes are
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predicted to be involved in iron transport and metabolism.
A putative gene (Hsero_2343) coding for a modular
peptide synthase has been identified as a likely candidate
in siderophore biosynthesis (Pedrosa et al., 2011).

Siderophores are low molecular weight metabolites
with masses below 2000 Da that have a very high affinity
for ferric ion (Schalk et al., 2011). Their main role is to
provide the cell with nutritional iron. Siderophore produc-
tion is widespread among bacteria and fungi and is found
even in higher plants. The major Fe®** ligands found in
bacterial and fungal siderophores are catecholates,
hydroxamic acids, and o-hydroxycarboxylic acids,
although the overall structures differ widely among known
siderophores (Miethke and Marahiel, 2007). Depending
on the biosynthetic pathways, siderophores can be clas-
sified as Non-Ribosomal Peptide Synthetases (NRPS)-
dependent or NRPS-independent (Challis, 2005).

NRPSs are the focus of intense investigation. These
synthetases are modular enzymes containing consecutive
arrays of tandem domains and are involved in the synthe-
sis of peptide siderophores, antibiotics or surfactants
(Strieker et al.,, 2010). Each module is responsible for the
incorporation of a specific residue into the peptide back-
bone. Usually, modules are colinear with the amino acids
they link according to the N-terminal-to-C-terminal colin-
earity rule (Grunewald and Marahiel, 2006). Each NRPS
module contains at least three domains: an adenylation
domain (A), a peptidyl-carrier protein (PCP) or T domain
and a condensation domain (C). The A domain is respon-
sible for the recognition of the amino acid and its activation
as an acyl adenylate. The activated amino acid is then
transferred to the thiol group of the 4’-phosphopantetheine
cofactor present at the PCP domain where a thioester
bond is produced. The C domain joins two substrates
through a condensation reaction performing the peptide
elongation. An additional domain, the thioesterase (TE)
domain, located at the end of the module, catalyses the
release of the peptide by either hydrolysis or macrocycli-
zation (Strieker et al., 2010). This basic structure can be
complemented by substrate-modifying domains, including
substrate epimerization, a-hydroxylation, N methylation,
and heterocyclic ring formation.

A large database of novel NRPS gene sequences is
present in microbial genomes and metagenomes. In silico
analyses of the amino acid sequences allow the substrate
specificity of the A-domain to be predicted through par-
ticular sequence signatures or through machine learning
methods (Jenke-Kodama and Dittmann, 2009; Rottig
etal., 2011). Phylogeny and sequence examination also
allow the prediction of functional subtypes of C domains
(*C., PC,, starter, heterocyclization, epimerization, and
dual E/C domains), giving relevant information to aid
structural determination, such as prediction of the amino
acid isomeric form (D or L) in the nascent peptide, the
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presence of an B-hydroxy-carboxylic acid in the first amino
acid, cyclization of cysteine, serine or threonine residues
or amino acid epimerization, etc. (Rausch et al., 2007).
Genome mining and bioinformatics approaches are prom-
ising strategies for the discovery and design of new pep-
tides derived from NRPS (Winter et al., 2011).

In this work we identified an NRPS of the plant growth-
promoting endophyte H. seropedicae Z67 responsible
for synthesizing siderophores. Computational genomics
of the NRPS sequence enabled prediction of the
siderophore structure. The isolated siderophores, named
the serobactins A—-C, were structurally characterized, as
reported herein. Furthermore, we showed that these
siderophores can be used by H. seropedicae as an iron
source. These results suggest that production of
siderophores by H. seropedicae is an important trait in
environments where iron is scarce.

Results

Identification of an NRPS gene implicated in
siderophore biosynthesis in H. seropedicae Z67

Colonies of H. seropedicae Z67 produce a strong orange
halo on chromo azurolsulfonate (CAS) plates indicative
of siderophore production. We used this CAS assay
in a genetic screen for mutants unable to produce
siderophores. From random mutagenized derivatives of
H. seropedicae 267, a mutant named Hs 4.3 that did not
produce a visible halo on CAS plates (Fig. 1A) was
selected. Southern blot analysis confirmed that the Hs 4.3
mutant had a single transposon insertion. Supernatants
from cultures of wild type and Hs 4.3 mutant were applied
to Sep Pak cartridges and the presence of iron-binding
compounds in the eluents was investigated by using the
CAS assay. Only the supernatant of the wild-type strain
grown in low iron media showed CAS activity (Fig. 1B).
Thus, the interrupted locus was essential for siderophore
production in the CAS medium, suggesting that H. sero-
pedicae Z67 produces a unique siderophore or that
different siderophores produced share a common biosyn-
thetic gene.

The DNA sequence of the 5" transposon flanking region
in the Hs 4.3 mutant was determined. Results obtained by
BLASTx searches in the H. seropedicae SmR1 genome
(Pedrosa et al., 2011) indicated that transposon insertion
was in a locus identical (100% identity) to Hsero_2343.
The genome sequence of H. seropedicae Z67 has been
sequenced by the Parana State Genome Programme
(Genopar Consortium) using the next generation platform
ABI-Solid, and only single nucleotide polymorphisms
were found in comparison with the genome of H. sero-
pedicae SmR1 strain (E. M. de Souza, results unpubl.).
Therefore we retrieved the entire sequence of
Hsero_2343 for further analyses. The deduced product

© 2012 Society for Applied Microbiology and Blackwell Publishing Ltd, Environmental Microbiology, 15, 916-927



918 F. Rosconi et al.

A

767

4.3

N.L

cirA prfl SfhuA pvdE

[0 100D e —— 00 D

2339-2342 2343 (NRPS gene) 2344 2346-2348

Fig. 1. Siderophore production of H. seropedicae Z67 wild-type
strain and Hs 4.3 mutant strain grown on solid or in liquid medium.
A. Ten microlitres of a late exponential phase cultures containing

1 x 10° cfu were spotted on the CAS solid medium and incubated
48 h at 30°C.

B. Supernatants obtained from 50 ml of early stationary phase
cultures (containing about 1 x 108 cfu ml-") of wild-type

H. seropedicae Z67 and Hs 4.3 mutant strains grown in NfbHP-GG
media with (+) or without (=) 37 uM FeCl; were purified with Sep
Pak cartridges as described in Experimental procedures. Five
microlitres of each purified supernatants were spotted on CAS solid
medium. N.I. refers to non-inoculated media.

C. Genomic context of the NRPS interrupted gene (red) in the Hs
4.3 mutant. Positions of predicted ORFs are indicated by arrows
and correspond to the following Locus tags: Hsero_2337 (cirA
gene), Hsero_2338 (prfl gene), Hsero_2339 to Hsero_2343 (NRPS
gene), Hsero_2344, Hsero_2345 (fhuA gene), Hsero_2346 to
Hsero_2348 and Hsero_2349 (pvdE gene) from left to right
respectively. Information of each ORF is summarized in Table 1.

of Hsero_2343 is a NRPS of 9160 amino acids
(993 755 Da). The genetic context of Hsero_2343 in
H. seropedicae SmR1 is depicted in Fig. 1C and informa-
tion of each locus summarized in Table 1. This context
includes genes encoding proteins with homology to NRPS

Table 1. Genomic context of H. seropedicae NRPS gene.

tailoring enzymes, those involved in siderophore biosyn-
thesis and processing, regulators of siderophore produc-
tion and siderophore transporters (Agnoli et al., 2006;
Cornelis, 2010).

Prediction of the siderophore structure

To obtain insight into the chemical structure of the H. se-
ropedicae Z67 siderophore, we applied a computational
analysis of the NRPS coded by Hsero_4323. Knowledge
of the probable structure is a useful tool for the design and
analysis of purification and chemical characterization
approaches. The domain architecture of the enzyme
encoded by the Hsero_2343 locus and the specificity of A
domains were predicted using publically available soft-
ware (Ansari et al., 2004; Bachmann and Ravel, 2009;
Finn etal., 2010; Markowitz et al., 2010; Rottig et al.,
2011) and the predicted architecture is shown in Fig. 2.
The predicted biosynthetic cluster comprises six classical
NRPS modules (C-A-T), and a terminal TE. The first
domain of the predicted protein presented homology
with  AMP-dependent synthetase/ligase (Pfam 00501,
e =2.1"), acyl-CoA synthetase related enzymes (PTHR
22754:SF4 e =7.47'%) and to members of the fatty acyl-
AMP ligase family (FAAL, cd05931, e=0). Taking into
account the 30 and 31% identity with the first domain of
NRPSs involved in iturin and mycosubtilin lipopeptide bio-
synthesis respectively (Hansen et al., 2007; Chooi and
Tang, 2010) and the 52% identity with the first domain of
PvdL responsible for pyoverdin acylation (Drake and
Gulick, 2011), we hypothesized that the first residue in the
siderophore was a fatty acid. In silico analysis of the
adenylation domains indicated that the subsequent five
residues were aspartic acid, serine, aspartic acid, threo-
nine and serine, in that order. The last residue could not
be clearly predicted, as different software analysis pre-
dicted different amino acids. Probable residues were
glutamine, lysine or N3-hydroxyornithine according to the
procedure described by Ansari and colleagues (2004) and

Locus tag ORF predicted function Gene annotation GenBank Accession
Hsero_2337 TonB-dependent siderophore receptor protein CirA YP_003775744
Hsero_2338 Ferric regulator sigma-24 subunit pfrl YP_003775745
Hsero_2339 MbtH-like protein YP_003775746
Hsero_2340 thioesterase involved in non-ribosomal peptide biosynthesis protein YP_003775747
Hsero_2341 4’-phosphopantetheinyl transferase (EC:2.7.8.-) YP_003775748
Hsero_2342 clavaminic acid synthetase like protein YP_003775749
Hsero_2343 non-ribosomal peptide synthetase YP_003775750
Hsero_2344 esterase/lipase YP_003775751
Hsero_2345 TonB-dependent receptor protein fhuA YP_003775752
Hsero_2346 L-ornithine N°-monooxygenase (EC:1.13.12.-) YP_003775753
Hsero_2347 acetyltransferase-like protein YP_003775754
Hsero_2348 Iron reductase YP_003775755
Hsero_2349 siderophore (cyclic peptide) ABC transporter protein pvdE YP_003775756

© 2012 Society for Applied Microbiology and Blackwell Publishing Ltd, Environmental Microbiology, 15, 916-927
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Fig. 2. Domain architecture of the NRPS protein codified by the Hsero_2343 locus. Below each A domain (A1 to A6) is shown the
Stachelhaus ‘8 amino acid code’ (delimited by the conserved aspartate and lysine residues) and the predicted substrate. Below each C
domain (C1 to C6) is shown the predicted subtype according to the phylogenetic and functional classification described by Rausch and
colleagues (2007). *Although the sixth C domain clustered within the °C_ branch, biochemical characterization showed that it corresponds to a
LC. subtype. Domains symbols: AL, acyl ligase; A, adenylation; T, thiolation; C, condensation; E, epimerization; TauD, pfam02668.

Rottig and colleagues (2011) or by Bachmann and Ravel
(2009). Analysis of the genomic context in H. seropedicae
SmR1 indicates that Hsero_2346 and Hsero_2347 loci
encode proteins with homology to L-lysine/ornithine-N-
monooxygenase and acetyl transferase-like proteins
respectively (Table 1). It has been reported that the con-
certed action of both enzymes is responsible for the inser-
tion of an hydroxamic acid group into other siderophores
(Challis, 2005). Thus we propose that the last residue is
converted to hydroxamic acid. The presence of a TauD
domain in the NRPS (Fig. 2) and the proximity to a puta-
tive TauD homologue (encoded by Hsero_2342) (Table 1)
suggested hydroxylation of the aspartic acid residues
(Singh et al., 2008). The presence and location of two
epimerase domains (Fig.2) suggested that the first
aspartic acid (B-hydroxyaspartic acid) and threonine (fifth
residue) have a D configuration. Moreover, the second
C-domain (presumably responsible for the condensation
of the first B-hydroxyaspartic acid with serine), and the fifth
C-domain (probably involved in the condensation of threo-
nine and serine) were phylogenetically related to °C,-
domain subtypes (Fig. S1) (Rausch et al., 2007) involved
in the condensation of D-amino acid in the nascent
peptide to the L-amino acid of the next NRPS module. The
sixth C-domain (predicted to be responsible for the con-
densation of serine with the last residue) also clustered
within the PC_ branch, although no associated epimerase
domain was observed (Figs 2 and S1).

Purification and structural characterization of the
siderophores produced by H. seropedicae

In order to proceed with the chemical characterization and
purification of the siderophore, supernatants of H. sero-
pedicae 267 cells grown in NfbHP-GG media were col-
lected and subjected to purification by analytical and
preparative HPLC (high-performance liquid chromatogra-
phy) (see elution profiles in Fig. S2). Three metabolites
with CAS activities were isolated corresponding to reten-
tion times of 16.5 min, 19.9 min and 23.7 min. These
compounds were named serobactin A, serobactin B and
serobactin C respectively. The amounts recovered of
each compound were less than one milligram. The
MALDI-TOF mass spectrum of the major component,
serobactin B, exhibited a peak of m/z 872.37 Da
(Fig. S3A) which was determined to be the [M + Na]* ion
by MALDI-TOF MS/MS. Masses of ‘Y fragments
(Roepstorff and Fohiman, 1984) obtained by MALDI-TOF
tandem MS/MS indicated that the second to the
sixth residues were [-hydroxyaspartic acid, serine,
B-hydroxyaspartic acid, threonine and serine (Fig. S3B).
This peptide sequence is in agreement with the
serobactin-predicted structure obtained by computational
genomics (Fig. 3A). The mass obtained for the seventh
residue (153.07 Da) did not correspond to N°-OH-
ornithine, but rather to a N3-OH-cycloornithine associated
with a Na* ion. This result supports one of the in silico

© 2012 Society for Applied Microbiology and Blackwell Publishing Ltd, Environmental Microbiology, 15, 916-927
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Fig. 3. Chemical structures of serobactins A, B and C.

A. Structure of fragments obtained by MALDI-TOF MS/MS. Vertical lines show the masses [M + Na + H]* of the ‘y’ fragments (Roepstorff and
Fohiman, 1984) (see Fig. S3B). These fragments are common for serobactin A, B and C. R represents the fatty acid tail appendages of

serobactins A, B and C.
B. Overall structure of serobactins A, B and C.

predictions, suggesting that the protein encoded by
Hsero_2346 (a probable L-ornithine-N°-monooxygenase)
could be involved in the hydroxylation of the N® of orni-
thine, followed by cyclization by the last TE domain. As a
result of the action of these two enzymes, a hydroxamic
acid group is generated. The cyclic nature of the last
residue was later confirmed by analysing the methylated
derivatives of serobactin B by MALDI-TOF mass spec-
trometry, which showed an increase of only 28 Da (m/z
900.42 Da) indicating dimethylation of serobactin B
(Fig. S4A), as opposed to 42 Da if a terminal carboxylate
had been present. Moreover, results obtained by MALDI-
TOF tandem MS/MS confirmed that methylation occurs at
the B-hydroxyaspartic residues (Fig. S4B). Based on the
data obtained by MS and MS/MS (not shown), the struc-
tures of serobactin A and serobactin C are homologous of
serobactin B, with the decrease of 28 Da or increase of
28 Da, respectively, at the N-terminus of the peptide
(Fig. 3B).

By using a preparative purification protocol (Fig. S2B),
10 mg of serobactin A (retention time of 25.5 min) and
16 mg of serobactin B plus serobactin C (which eluted
together at 29.0 min) were obtained, along with a minor
peak with a retention time of 27.5 min. This minor peak
had a mass of 866.37 Da, and the MALDI-TOF MS/MS
analysis indicated that it had the same peptide core of
serobactins A, B and C with a different fatty acid residue.
Unfortunately, this minor compound could not be further
characterized. Serobactin B and serobactin C were suc-
cessfully separated by an alternative preparative purifica-
tion protocol performed under isocratic conditions (not
shown).

The final structure of serobactin B was elucidated by
NMR (nuclear-magnetic resonance). The 'H and *C
chemical shift assignments are summarized in Fig. 4,
Table 2 and Fig. S5. The results confirmed the amino acid
sequence indicated by mass spectrometry. Analyses of
NMR spectra, as well as the absence of free amines
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Fig. 4. Selected correlations in 2D NMR spectra of serobactin B.

determined by EttanCaf (not shown), support results
obtained by MALDI-TOF analysis, demonstrating that the
C-terminal residue is a cyclic N®>-OH-ornithine.

The 'H-NMR spectrum of serobactin B displayed
signals distinctive of a lipid chain (16 protons at 1.24 ppm
coupled to a triplet signal at 0.86 ppm and to methylenes
at 1.47 and 2.15 ppm). The 'H-NMR spectrum presented
six signals characteristic of amides, while the 2D spectra
(TOCSY and HMBC) indicated that one resonance corre-
sponded to an amide coupled with a fatty acid chain
(Fig. 4).

Finally, to confirm that the serobactins are lipopeptides
distinguished by different fatty acids, the serobactins A, B
and C were partially hydrolysed and their methyl esters
were analysed by GC-MS to identify the fatty acids. Deca-
noic, lauric and myristic acids were found in serobactins
A, B and C respectively. The GC-MS spectrum of
serobactin B is shown in Fig. S6. In conclusion, H. sero-
pedicae Z67 produces a new suite of amphiphilic
siderophores with a common peptide core substituted by
fatty acids of different lengths (Fig. 3B).

Amino acid chirality analysis

As stated above, the domain architecture of the NRPS
responsible for the biosynthesis of serobactin, predicted
that the first B-hydroxyaspartic acid and the threonine
have D configurations. In order to confirm this prediction,
the amino acid analysis was carried out using Marfey’s
reagent, as previously carried out for characterization of
other siderophores (Martinez et al., 2000; Bhushan and
Bruckner, 2004; Homann et al., 2009; Vraspir et al., 2011;
Kreutzer et al., 2012). The amino acid content of sero-
bactin was revealed through both reductive hydrolysis
with 2M HI and non-reductive hydrolysis with 6M HCI
(Fig. S7A and B, Table S1). Stereochemical assignments
of peaks were made by co-injections with Marfey’s
derivatized standards (data not shown). Results obtained
demonstrate that the molecule contains D-threonine,
both DL-threo-B-hydroxyaspartic acids, L-serine and
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5

Table 2. 'H (400 MHz) and *C NMR (100 MHz) data for serobactin B
(12 mg) in ds-DMSO.

&4 (Jin Hz) b (Jin Hz) HMBC
Cyclic, N-OH Ornithine
1 - 170.5 1
2 431, m 49.8
3 1.67,m; 1.92bs 27.6
4 1.92, bs 20.7
5 3.46, m 51.2
N2 8.06, d (8.6) 6
Serine
6 - 169.9
7 431, m 55.2
8 3.60, bs 62.0
N3 7.83,d (7.9) 9
Threonine
9 - 170.3
10 421, m 58.8 9, 11
11 3.80, m 68.9
12 1.04, d (6.0) 20.5 10, 11
N4 7.73,d (7.9) 13
B-OH Aspartic Acid
13 - 169.2
14 4.70, d (8.6) 55.6 15
15 4.51,d (8.6) 70.0 16
16 - 173.5
N5 8.06, d (8.6) 17
Serine
17 - 170.1
18 439, m 54.6
19 3.42, m; 3.66, m 61.8
N6 7.67,d (7.2) 20
B-OH AsparticAcid
20 - 169.9
21 4.70, d (8.6) 56.1 22,23
22 4.51,d (8.6) 70.4 23
23 - 173.5
N7 7.87,d (8.6) 24
FattyAcid Tail
24 - 173.1
25 2.15, 1 (6.6) 35.7 24, 26
26 1.47, bs 25.7
27 1.15-1.35 bs 29.0
28 1.15-1.35 bs 29.2
29 1.15-1.35 bs 29.3
30 1.15-1.35 bs 29.5
31 1.15-1.35 bs 29.4
32 1.15-1.35 bs 29.3
33 1.15-1.35 bs 31.7
34 1.15-1.35 bs 22.5
35 0.86, t (6.4) 14.4 35, 36

© 2012 Society for Applied Microbiology and Blackwell Publishing Ltd, Environmental Microbiology, 15, 916-927
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Fig. 5. Growth assays.

A. Growth of H. seropedicae Z67 wild-type strain (triangles) and of
Hs 4.3 mutant strain (circles) in NfoHP-GG medium containing

37 uM FeCI3 (solid symbols), and in NfbHP-GG medium plus

25 uM 2,2’-dipyridyl (open symbols).

B. Bioassays of H. seropedicae Z67 wild-type strain (B1) and of Hs
4.3 mutant strain (B2). Bacteria were grown in TY solid medium
plus 500 uM EDDHA. Twenty microlitres of a 300 nM
Fe?*-serobactin (well 1), 37 mM FeCl; (well 2) and purified
supernatant of Hs 4.3 mutant cells (well 3) were added to a 5 mm
hole in the agar.

L-ornithine. The absence of a D-serine showed that the
sixth condensation domain in H. seropedicae NRPS cor-
responds to a “C, subtype.

The iron complex of serobactin

Iron(Ill) complexation by serobactins is expected to occur
through coordination of both B-hydroxyaspartic acid
groups and the hydroxamic acid group present in the
cyclic N5-hydroxyornithine, in an hexadentate manner.
Thus, a 1:1 stoichiometry is expected for the Fe®-
serobactins complexes. Additionally, the presence of
B-hydroxyaspartic acid suggested that the Fe**-serobactin
complex would be photoreactive, as has been described
for other siderophores containing o-hydroxycarboxilic
acids (Barbeau etal., 2001; Vraspir and Butler, 2009;
Butler and Theisen, 2010; Kreutzer et al., 2012). To test
these hypotheses, equimolar quantities of serobactin A
and FeCl; were mixed and the product was then purified
by HPLC and analysed by ESI-MS (Fig. S8A and B). The
peaks m/2z (436.12 Da) and m/z (873.28 Da) correspond

to the Fe®*-serobactin A complex confirming a 1:1 stoichi-
ometry. The UV-Vis spectrum (Fig. S8C) shows two
absorption bands at ¢. 300 nm and 440 nm, consistent
with coordination by both p-hydroxyaspartic acid groups
and the hydroxamic acid group to Fe®* (Barbeau et al.,
2001; Homann et al., 2009). After 180 min of UV radiation,
the charge-transfer band from hydroxamic acid-Fe®
(440 nm) remained while the charge-transfer band from
B-hydroxyaspartatic acids-Fe* (300 nm) was lost indicat-
ing that the Fe®*-serobactin complexes are photoreactive.

Biological activity of serobactins

Growth of the wild type and the Hs 4.3 mutant strains
were evaluated in liquid NfbHP-GG medium supple-
mented with 37 uM FeCl; or with 25 uM 2,2’-dipyridyl.
Both the mutant and the wild type grew at slower rate in
the iron depleted medium, but the former was more sen-
sitive to the presence of the chelator (Fig. 5A). In order to
assess the use of serobactins as iron nutritional source,
we performed bioassays as previously described
(Amarelle et al., 2010). As shown in Fig. 5B1 and B2,
ferric serobactins were able to restore the growth of the
wild type and the Hs 4.3 mutant strains in the presence of
the iron chelator. Moreover, the Sep Pak-extracted super-
natant of the Hs 4.3 mutant could not restore the growth.
Both, growth and bioassay experiments, demonstrated
the biological role of serobactins as nutritional iron
sources.

Discussion

In this work we structurally characterized the serobactins,
a new suite of amphiphilic siderophores produced by the
grass endophyte H. seropedicae Z67. In addition we
demonstrate that serobactins are the only siderophores
produced by H. seropedicae Z67 under the conditions
assayed. This conclusion is based on the fact that the Hs
4.3 mutant strain did not produce a visible halo on CAS
plates and no detectable fractions with siderophore activ-
ity were detected in Hs 4.3 culture supernatants. Sero-
bactins share two structural features common to many
siderophores produced by aquatic bacteria discovered to
date: (i) production of families of amphiphilic compounds,
consisting of a central Fe*-binding headgroup that is
appended by one of a series of fatty acids and; (ii) the
presence of an o-hydroxycarboxylic acid moiety
(B-hydroxyaspartic acid or citric acid), which is photoreac-
tive when coordinated to Fe®*" (Sandy and Butler, 2009).
Siderophores produced by soil bacteria with these char-
acteristics include corrugatin and ornicorrugatin from
Pseudomonas spp. (Matthijs et al., 2008), ornibactins
from Burkholderia species (Stephan et al.,, 1993; Agnoli
et al,, 2006), and rhizobactin 1021, from Sinorhizobium
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meliloti 1021 (Smith et al., 1985; Nogales et al., 2010).
Corrugatin and ornibactins have shorter fatty acid tails (no
more than 8 carbons in length) and, in the case of orni-
bactins, they are attached to the N° of the first ornithine
residue while in corrugatin they are attached to the N?
amine group. In turn, rhizobactin 1021 is a non-peptide
NRPS-independent siderophore. The recently described
siderophore cupriachelin produced by Cupriavidus
necator H16, a bacterium isolated from sludge in a creek,
is structurally very similar to serobactins (Kreutzer et al.,
2012). Moreover, the genomic context of the cupriachelin
biosynthetic genes is conserved in comparison with
the H. seropedicae SmR1 genome. The two -
hydroxyaspartic acid and the cyclic N°> OH-ornithine
residues are responsible for iron coordination. These resi-
dues are also present in other siderophores such as the
pyoverdines and loihichelins (Visca et al., 2007; Homann
etal., 2009).

The biological advantages conferred by amphiphilicity
and photoreactivity in marine bacteria may be related to
diffusion gradients and iron recycling in the water column
reached by sunlight (Sandy and Butler, 2009; Vraspir and
Butler, 2009; Butler and Theisen, 2010). Amphiphilicity of
rhizobactin 1021 produced by S. meliloti 1021, as well as
other non-siderophore lipopeptides produced by Pseu-
domonas species have been demonstrated to be involved
in swarming motility (Berti et al., 2007; Nogales et al.,
2010). Natural niches of H. seropedicae include rhizo-
sphere and internal tissues of tropical grasses, which are
protected from sunlight. However, H. seropedicae was
found in high numbers in the xylem vessels of leaves of
rice, sorghum, maize, and wheat plants (James et al.,
1997; Gyaneshwar et al., 2002; Roncato-Maccari et al.,
2003) and even on the surface of rice leaves
(Gyaneshwar et al., 2002), which is exposed to sunlight,
suggesting that serobactin photoreactivity may important
for survival of the bacterial in these niches. Also, the
affinity of o-hydroxycarboxylates siderophores for ferric
ion under low pHs makes them efficient under these con-
ditions (Miethke and Marahiel, 2007).

During the last decade, in depth studies on NRPSs
were undertaken by many groups (Baltz et al, 2005;
Challis, 2008; Nikolouli and Mossialos, 2012), due mainly
to the interest of discovery, combinatorial synthesis and
exploitation of novel and already described non-ribosomal
peptides for diverse environmental and pharmaceutical
applications. The increase in whole-genome and metage-
nome sequencing projects, and bioinformatics advances
allow the prediction with accuracy of the number and type
of building blocks that are incorporated into a final NRPS
product, as well as the prediction of modifications from
tailoring domains (Winter etal, 2011). This work is
another example of the successful application of genom-
ics, bioinformatics and biochemical approaches in NRPS
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studies. Structural characterization of NRPS products
also gives feedback on in silico techniques, in addition to
increasing biochemical characterized databases on which
prediction approaches are based. As an example, in this
work we found that the sixth NRPS condensation domain
clustered phylogenetical close to the PC, subtype, but it
acts as an 'C,, possibly due to the absence of an asso-
ciated epimerase domain (Rausch et al., 2007).

The relevance of iron uptake systems mediated by
siderophores is clearly established for animal pathogens
(Miethke and Marahiel, 2007). In phytopathogens the
importance is less clear, depending on the host—pathogen
system studied (Pandey and Sonti, 2010; Jones and
Wildermuth, 2011), while the importance of siderophores
in the interaction of bacterial endophytes with its hosts, is
largely unknown. The complete genomes of 12 endo-
phytic bacteria and a rice endophyte metagenome show
numerous copies of genes coding putative TonB-
dependent receptors and iron storage proteins, suggest-
ing that iron acquisition systems have a relevant role in
part or all of the life cycle of endophytes (Reinhold-Hurek
and Hurek, 2011; Sessitsch et al., 2012).

In this work, we demonstrated the biological importance
of serobactins in iron acquisition by H. seropedicae 7267,
suggesting that the production of the siderophores by this
bacterium is an important trait in environments where iron
is scarce. Additionally the high number of putative TonB
dependent receptors genes present in the H. seropedicae
genome may suggest that siderophore ‘piracy’ (Traxler
et al., 2012) or utilization of other iron nutritional sources,
such as hemin or citrate, are also possible strategies used
by this bacterium to circumvent iron deficiency.

Experimental procedures
Bacteria and media

Herbaspirillum seropedicae Z67 (ATCC 35892) is a nalidixic
acid resistant, wild-type strain. Siderophore production of
H. seropedicae Z67 can be clearly evaluated as the formation
of an orange halo on a blue background using the CAS agar
plate method (Schwyn and Neilands, 1987). Strain Hs 4.3 is
a derivative mutant of H. seropedicae Z67. This mutant was
obtained by random mutagenesis performed with the mini-
transposon mTn5gusA-O-pgfp as previously described
(Rosconi et al., 2006). The Hs 4.3 mutant was selected by
screening transconjugants for the absence of an orange halo
on CAS plates. Southern analysis of Pvu I-digested genomic
DNA using biotinylated mTn5gusA-O-pgfp as a probe was
performed in order to confirm a single insertion of the mini-
transposon in the genome of the Hs 4.3 mutant.

Strains were grown at 30°C in the TY media (tryptone
59", yeast extract 3 g I, CaCl, 0.1 g I'") (Beringer, 1974)
or in the NfboHP-GG medium for siderophore production. The
NfoHP-GG media is a modification of the NfbHP-malate
media (Klassen et al,, 1997), with the addition of 11 mM
glucose, as a carbon source instead of malate, 3 mM
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glutamate, 20 mM NH,CI and 0.4 mM biotin. Different iron
availability conditions were obtained with the addition of
37 uM FeCls, the metal-chelators 2,2’-dipyridyl (DP) or
ethylenediamine-di-o-hydroxyphenylacetic acid (EDDHA) as
indicated for each assay. Bioassay experiments were carried
out as previously described (Amarelle et al., 2010).

For growth assays, H. seropedicae Z67 and Hs 4.3 mutant
strain were grown in Cell Star®, Greiner Bio One 96-well
plates, and incubated at 30°C in a Varioskan Flash®
(Thermo). Growth was monitored by absorbance at 620 nm.
Different media were inoculated with cells in late exponential
phase previously grown in NfbHP-GG media containing
37 uM FeCl; and diluted to an initial cell density of 1 x 10°
colony-forming units (cfu) ml-'.

Bioinformatic analyses of NRPS sequences

Substrate specificity of A-domains was determined using the
‘8 amino acid code’ method (Stachelhaus et al,, 1999) and
transductive support vector machines (TSVMs) (Rausch
et al., 2005). Software was obtained from three different web
servers (Ansari etal., 2004; Bachmann and Ravel, 2009;
Rottig et al,, 2011). The amino acid sequence of a NRPS
(YP_003775750.1) present in the H. seropedicae SmR1
genome (Pedrosa et al., 2011) was used as a query for these
bioinformatic analysis.

Phylogenetic analysis of NRPS condensation and epime-
rase domains was performed as described (Rausch et al.,
2007). Briefly, a subsets of at least ten different domains from
each subtype (L to L, D to L, Dual, Starter, Epimerase, Het-
erocyclization) together with the predicted condensation and
epimerase domains obtained from the bioinformatic analysis
of the YP_003775750.1 amino acid sequence, were used to
build a phylogenetic tree using MEGA, Neighbour-joining
method (NJ), Jones-Taylor-Thornton (JTT) amino acid sub-
stitution matrix and gamma distributed rate variation with
four categories. The support values were based on 100-fold
bootstrapping.

Siderophore purification

For small-scale purification procedures, H. seropedicae 267
strain was grown at 30°C for 24 h in 50 ml NfbHP-GG
medium without added iron. Cells were removed by centrifu-
gation at 10 000 g for 10 min and the supernatant was filtered
through a 0.45 um pore filter. The pH of the clear supernatant
was adjusted to 3 with 10% TFA and loaded onto a C18 Sep
Pak cartridge (Waters) previously equilibrated in 0.01% TFA.
The cartridge was washed first with 10 ml of 0.01% TFA and
then with 10 ml of a mixture of methanol and 0.01% TFA
(20:80). Samples were eluted with 5 ml of methanol : 0.01%
TFA (80:20), the eluted fractions were concentrated by
vacuum and suspended in 1/10 initial volume of a mixture of
methanol : DMSO : H,O (60:25:15). Siderophores were puri-
fied by HPLC after loading 200 pl of the concentrated sample
(diluted in an equal volume of 0.1% formic acid) in a C18
Phenomenex Luna analytical HPLC column using 10% of
solvent B (0.01% formic acid in acetonitrile) and 90% solvent
A (0.01% formic acid in water) for 40 min and then 90%
solvent B and 10% solvent A for 7 min. The elution was

monitored at 210 nm and siderophore activity was evaluated
by the production of orange halos of 10 ul spots on CAS
plates.

For large-scale purification of H. seropedicae Z67
siderophore, the wild-type strain was grown in 1 | NfbHP-GG
medium at 30°C for 24 h. The supernatant was recovered,
filtered and adjusted to pH 3 as described before. The total
sample (1 1) was loaded in a 50 ml medium pressure column
of C18 reverse phase. The loaded column was washed with
0.01% TFA and methanol : 0.01% TFA (20:80) and the elution
was achieved with methanol : 0.01% TFA (80:20). Fractions
with siderophore activity were pooled, concentrated by rotary
vacuum evaporation and lyophilized. Samples were solubi-
lized in methanol and further purified on a C4 preparative
HPLC column. Fractions showing siderophore activity were
concentrated using a rotary vacuum evaporator and then
lyophilized. Lyophilized samples were suspended in 3 ml of
25% DMSO, loaded on a Sep Pak cartridge and eluted as
described above. Finally, samples were concentrated using a
rotary vacuum evaporator, lyophilized and stored at 4°C.

For bioassays, supernatants obtained from 50 ml of cul-
tures (1 x 108 cfu mI™") in stationary phase of H. seropedicae
Z67 and Hs 4.3 mutant cells grown in NfbHP-GG media
without FeCl; added were purified by Sep Pak cartridges as
described above. Samples were incubated with 300 nM
FeCl; and diluted half in Tris 10 mM pH 7.5. Free iron was
removed by incubation with Chelex 100® (Bio-Rad), accord-
ing to manufacturer’s instructions.

Mass spectrometry

The masses and fragmentation patterns of the HPLC-purified
compounds were analysed in a 4800 MALDI-TOF/TOF mass
spectrometer (AbiSciex) and in a Micromass Q-TOF2
(Waters Corp.). For MALDI-TOF/TOF analysis, aliquots of the
samples were previously mixed with the same volume of a
matrix-saturated solution of alpha-cyano-4-hydroxycinnamic
acid (CHA) in 50% acetonitride—0.1% trifluoroacetic acid. The
mixture was deposited directly onto the MALDI target and
allowed to crystallize at room temperature for at least 1 min
before mass analysis. All spectra were acquired by operating
the mass spectrometer in the reflector mode with an accel-
erating voltage of 20 kV, and 250 laser shots per spectrum.
External calibration was done by using a peptide standard
mixture spotted immediately next to the sample. The purified
Fe®"-serobactin A complex was directly injected in a ESI-MS
Bruker Micromass QTOF2 (Waters Corp) using N, as the
collision gas and analysed in the negative mode.

To obtain methyl ester derivatives, 1 ul of air-dried samples
were incubated for 30 min with 50 pl of a solution of methanol
and acetyl chloride (5:1) at room temperature in the
dark. Samples were then concentrated to dryness using a
vacuum centrifuge, washed twice with methanol and solubi-
lized in 0.5 ul of 0.1% TFA. Derivatives were analysed by
MALDI-TOF.

Detection of free amines was carried out by using the Ettan
CAF MALDI Sequencing Kit (Amersham) according to the
manufacturer’s instruction.

For the identification of fatty acids present in serobactin
variants, samples were incubated for 3 h with methanolic HCI
at 110°C. Fatty acids were extracted with n-hexane, dried
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over MgSO,, and analysed using a Varian 4000 GC-MS
equipped with a DB-225-MS column (J&W) (Sassaki et al.,
2008).

Nuclear-magnetic resonance spectroscopy

Approximately 12 mg of serobactin B was dissolved in 0.6 ml
of dimethylsulfoxide-ds (ds-DMSO, 99.9% Cambridge Iso-
topes). The 1D 'H and 'C spectra; the homonuclear 2D
COSY and TOCSY spectra, and the 'H-'*C gHSQC and
gHMBC spectra were recorded on a Bruker Avance 400
instrument at room temperature using standard pulse soft-
ware. The TOCSY spectrum was recorded by using a mixing
time of 60 ms. The 1D spectra were acquired with 65 536
data points, whereas 2D spectra were collected using 2048
points in the F2 dimension and 256 increments in the F1
dimension. Chemical shifts of 'H and '*C were referenced to
the solvent signals. The spectra were processed using
topspin, version 2.0.

Amino acid analysis

Configuration of the amino acids present in serobactins was
determined using Marfey’s reagent (Bhushan and Bruckner,
2004). Purified serobactin A was hydrolysed with 2M HI or
6M HCI at 100°C for 24 h. Samples were then derivatized
with Marfey’s reagent (1-fluoro-2,4-dinitrophenyl-5-L-alanine
amide; 1% w/v in acetone) as described (Martinez et al.,
2000; Bhushan and Bruckner, 2004; Homann et al., 2009;
Vraspir et al., 2011; Kreutzer et al., 2012) and loaded onto a
C4 reverse phase HPLC analytical column. Derivatized sero-
bactins were eluted with a linear gradient of 10% solvent B
(acetonitrile) and 90% solvent A (50 mM triethylamine phos-
phate, pH 3.0) to 40% solvent B and 60% solvent A, for
45 min. Elution was monitored at 340 nm.

Identification of the D- and L-amino acids was accom-
plished by co-injection of amino acid standards that were
derivatized with Marfey’s reagent (Sigma-Aldrich).

Photorreactivity of the ferric-serobactin A complex

Purified serobactin A and FeCl; were mixed in equimolar
quantities (2.4 mM, 3 ml total volume), the pH was adjusted
to 9 and complex formation was allowed to proceed overnight
at 4°C. The complex was purified by HPLC using a C4
reverse phase column under the aforementioned conditions.
Fractions containing the Fe3*-serobactin A complex were col-
lected, concentrated via rotary vacuum evaporation, lyophi-
lized and resuspended in 3 ml of double distilled H.O. The
UV-Vis spectrum (300-550 nm) was recorded before and
after 3 h of continuous irradiation to UV light with a 200 W
mercury arc lamp.
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Additional Supporting Information may be found in the online
version of this article:

Table S1. Identification of D and L configurations. Reductive
and non-reductive hydrolysis refers to HPLC chromatograms
of Fig. S7A and B respectively.

Fig. S1. Phylogenetic tree of different subtypes of conden-
sation domains of H. seropedicae NRPS (Hsero_2343),
including the condensation (C_DOMAIN_1 to 6, Nt to Ct, red
boxes) and epimerase (E_DOMAIN_1 and 2, blue boxes).
Nomenclature: C Domain Subtype_NCBI accession number.
Fig. S2. HPLC chromatograms obtained from analytical (A)
or preparative (B) purifications of H. seropedicae 267
siderophores.

A. HPLC from supernatant of a bacterial culture grown in
50 ml of a low-content iron media.

B. HPLC from supernatant of a bacterial culture grown in 11
of low-content iron media.

Fig. S3. A. MALDI-TOF analyses of the CAS positive eluent
with a retention time of 19.9 min obtained by analytical HPLC
(Fig. S2A).

B. MALDI-TOF MS/MS anslysis of the 872 m/z peak. The
vertical lines through the structure show the mass to charge
[M + Na + H]* for the ‘y’ fragments (Roepstorff and Fohiman,
1984).

Fig. S4. Methanol:acetyl chloride derivatization of the
872.32 Da metabolite. Mass (A) and tandem mass spectra
(B) of the methyl ester derivative of the 872.32 Da metabolite.
Fig. S5. A. 'H-NMR of 12mg of serobactin B in 600 pl
ds-DMSO.

B. '*C-NMR of 12 mg of serobactin B in 600 ul ds-DMSO.
C. HSQC of 12 mg of serobactin B in 600 pl d-DMSO.

Fig. S6. Identification of the first residue of serobactin B as
dodecanoic acid.

A. GC chromatogram of derivatized fatty acids present in a
hydrolysed serobactin B sample.

B. MS-MS spectra of the peak of retention time 5 min 18 s,
marked with a red circle in the chromatogram.

Fig. S7. I|dentification of D and L configurations in the resi-
dues of Serobactin.

A. HPLC chromatogram of serobactin A hydrolysed with 2M
HI and derivatized with Marfey’s reagent.

B. Similar to A, but the hydrolysis was performed with 6M
HCI. Identification of peaks is shown in Table S1.

Fig. S8. Photoreactivity of the Fe®-serobactin complex.

A. HPLC chromatogram of Fe®*-serobactin A complex.

B. ESI-MS in negative mode of the purified Fe**-serobactin A
complex.

C. UV-Vis spectra of Fe*-serobactin A before (filled line) and
after 3 h of continuous irradiation with a 200 W mercury arc
lamp (dot line).
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Table S1. Identification of D and L configurations. Reductive and non-reductive hydrolysis refers to

HPLC chromatograms of Figs. S7A and B respectively.

Reductive hydrolysis

Retention Time (min)

Residue

18.9

19.3

22.7

24.8

31.4

36.4

45.5

D-threo-B-hydroxyaspartic acid

L-threo-B-hydroxyaspartic acid + L-ornithine (N* derivatized)
L-ornithine (N° derivatized)

L-serine

D-threonine

Marfey's reagent

Double derivatized L-ornithine

Non-reductive hydrolysis

21.8

233

37.5

D-threo-B-hydroxyaspartic acid
L-threo-p-hydroxyaspartic acid

Marfey's reagent
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Capitulo 5

CAPITULO 5: BUSQUEDA Y ANALISIS DE SISTEMAS DE TRANSPORTE DE
SEROBACTINAS Y REGULACION DE LA EXPRESION DE SEROBACTINAS Y SU SISTEMA
DE TRANSPORTE

Resumen

Mediante andlisis in silico del genoma de H. seropedicae SmR1 se encontraron dos ORFs
homologos a receptores de membrana externa de siderdforos cercanos al gen Hsero 2343
responsable de la biosintesis de las serobactinas. Estos ORFs, anotados como cirA y fhuA en el
genoma de H. seropedicae SmR1, tienen un 63% de identidad entre ellos. La secuencia
aminoacidica deducida para el producto del gen cirA presenta dominios caracteristicos de
transductores TonB-dependientes, mientras que la secuencia aminoacidica predicha del producto
del gen fhuA indicaria que es un transportador TonB-dependiente convencional. Corriente abajo
del gen cirA se encuentra un ORF anotado como pfr/, homdlogo al factor o ECF pvdS de P.
aeruginosa, involucrado en la regulacidon de la produccién de los siderdforos pioverdinas. En el
trabajo presentado en este capitulo, se construyeron mutantes carentes de estos genes y se
analizé su fenotipo.

Los resultados obtenidos sugieren que el receptor de las serobactinas esta codificado por el gen
fhuA, que la expresion de los genes de biosintesis de sideréforos esta regulada por el producto del
gen pfrl, y que la proteina codificada por el gen cirA actia como un transductor de seial pero no

como un transportador.

Introduccion

Las bacterias se adaptan rapidamente a las variaciones que ocurren en el entorno cambiante en el
gue viven alterando la expresidén de proteinas de su superficie celular como forma de sobrellevar
estos cambios [26]. La disponibilidad y fuente nutricional de hierro presente en el ambiente es una
de estas variaciones, y la expresion de receptores TonB-dependientes con diferentes
especificidades de sustrato, una de las respuestas de las bacterias Gram- a dicha variaciéon. La
expresion de los receptores es, en la mayoria de los casos, regulada a nivel transcripcional de una
manera tal que un receptor dado sea sélo expresado si la fuente de hierro que reconoce

especificamente esta disponible en el ambiente [116].
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Capitulo 5

Transportadores y transductores TonB-dependientes

En el mecanismo de regulacion mas comun presente en bacterias, el propio receptor TonB-
dependiente funciona como un transductor de sefal transmembrana. Estos receptores se
producen normalmente en pequefias cantidades y su expresion se induce al maximo sélo en
presencia de la fuente de hierro especifica. Esta subclase de receptores, implicados tanto en el
transporte de fuentes de hierro como en la transduccidn de sefiales, han sido llamados
transductores TonB-dependientes, para diferenciarlos de los receptores TonB-dependientes
convencionales Unicamente implicados en el transporte [105].

El paradigma del mecanismo de accion de un transductor TonB-dependiente es el de FecA,
receptor especifico para dicitrato férrico en E. coli K12 [25]. La unidon de dicitrato férrico a una de
las pocas moléculas del receptor constitutivamente expresadas conduce a la activacidon
transcripcional del gen fecA. Esta transduccion de la seiial desde el exterior celular al citoplasma se
da a través de los productos de dos genes proximos a fecA, los genes fecl y fecR. El gen fecl
codifica un factor o de la familia de los ECF (Extracytoplasmic Function). El otro gen, fecR, codifica
una proteina ubicada en la membrana citoplasmatica y es el fundador de la subfamilia de factores
anti-o [105]. La proteina FecA actla como receptor y como transmisor de sefiales a través de la
membrana externa. La proteina FecR actla como un receptor de una sefial del periplasma y la
consiguiente transmision de la sefial a través de la membrana citoplasmatica hacia el citoplasma,
donde libera al factor o Fecl en su forma activa el cual se une a la ARN polimerasa e inicia
especificamente la transcripcidon del operén de los genes de transporte fecABCDE. En E. coli la
transcripcién de los genes reguladores feclR es reprimida por hierro a través de la accién del
complejo Fe**-Fur. Bajo condiciones limitantes de hierro, los genes feclR son transcritos, y las
proteinas producidas Fecl y FecR detectan y responden a la presencia de citrato férrico en el
medio mediante FecA [25]. Existe una amplia evidencia apoyando la teoria que la proteina TonB
no solo es necesaria para el transporte de citrato férrico hacia el periplasma, sino que también es
necesaria para la sefializacién mediada por las proteinas FecARI [26]. En la figura 1 se muestra un
esquema de la transduccién de sefiales mediada por FecAlR.

Los transductores TonB-dependientes pueden reconocerse por la presencia de copias de genes
homoélogos a los genes fec/R contiguos al gen codificante para el posible transductor o por la
presencia de dominios caracteristicos en su secuencia aminoacidica deducida [25, 26, 115, 116].
Ademas de presentar los dominios caracteristicos correspondientes al barril B, al corcho y a la caja
TonB, los transductores poseen una tipica extensién N-terminal de aproximadamente 70 a 80

aminodcidos ausente en los receptores TonB-dependientes convencionales (Pfam 07660) [52,
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105]. Esta extension es responsable de la transferencia de la sefial pero no tiene efecto sobre la
union y el transporte del sustrato. Por lo tanto, este dominio se cree interactua con el factor anti-
sigma [116]. Otra caracteristica peculiar de los transductores TonB-dependientes es que muchos
de ellos contienen secuencias de sefial N-terminales largas e inusuales. La funcion sugerida para
estas secuencias es lograr un pasaje lento a través del sistema de secrecién Sec-dependiente para

lograr el correcto plegado de la proteina en la membrana [115].

FecA cargado FecA descargado

(Fe3+-citrato),

Membrana externa

Periplasma

' Membrana citoplasmatica

r'd v : g™

Fecl ) oy
o ADP+P, / » \_ ADP+P,

ATP Fe” arp

RNA
polimerasa

~ \
RuPra  feciR Peye Fecal fecABCDE

‘\ /
o,

Figura 1: El transporte de citrato férrico en E. coli y su sistema de regulacion. Se muestra la
via de senalizacion de FecA a Fecl a través de FecR, la participacion de TonB, ExbB y ExbD en
la senalizacion y el transporte, y el transporte de hierro a través de la proteina periplasmica
FecB y los transportadores ABC FecCDE. El complejo Fur-Fe?* reprime la expresion de feclR y
de fecABCDE ocupando sus promotores y se disocia de los mismos en condiciones de poco

hierro. Adaptado de Brauny col. [25].
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Factores sigma de funcion extracelular

El uso de diferentes factores o que reconocen secuencias de promotores diferentes es un
mecanismo utilizado por las bacterias para redirigir la transcripcidn de genes. Los factores o se
clasifican en dos familias no relacionados estructuralmente: o”° y 0>*. En todas las bacterias, el
factor responsable de la sintesis de ARN de genes constitutivos pertenece a la familia 6’°. Esta
familia se ha dividido en cuatro grupos filogenéticos segln la estructura y funciéon del gen. El grupo
mas grande y mas divergente, presente en Gram- como Gram+, es el de la subfamilia de factores o
ECF (Extracytoplasmic Function) [100, 116, 143].

La funcion de los factores ECF se asocia principalmente con la adaptacion a diferentes condiciones
extracelulares. Diferentes factores regulan la respuesta al estrés periplasmico, al shock térmico,
los sistemas de eflujo de iones metalicos, la secrecién de alginato, la sintesis de carotenoides y el
transporte de hierro [149]. La mayoria de estos factores autorregulan su propia expresion y son
controlados por un factor anti-g, una proteina de membrana citoplasmica a menudo codificada en
el mismo operdén que el factor o en si. La actividad o liberacién del factor o es inducida por la
inhibicién de la actividad del factor anti-o por uno de varios mecanismos: la degradacién del factor
anti-o, un cambio conformacional del mismo, o la fosforilacion de otro factor anti-anti-o [87]. Por
lo general, estos factores controlan un reguldn relativamente pequefio [16].

El primer factor ECF identificado fue of de E. coli, que responde al shock térmico en este
organismo. Los factores ECF PvdS de Pseudomonas spp y OrbS de Burkholderia spp estan
implicados en la regulacidn de los sistemas de captacion de hierro en estos grupos de bacterias y

serdn descritos en las siguientes secciones [2, 113].

Transporte y regulacién de las pioverdinas en Pseudomonas spp.

Las pioverdinas (PVDs) son sideréforos verde-fluorescentes NRP-Sintetasa dependientes que
representan el sistema de captacion de hierro primario del género Pseudomonas, aunque algunas
especies también pueden sintetizar siderdforos adicionales tales como Ila pioquelina,
guinolobactina o pueden adquirir el hierro unido a una variedad de quelantes exdgenos,
incluyendo muchos sideréforos heterélogos [200]. A la fecha, mds de 60 PVDs de diferentes cepas
y especies de Pseudomonas han sido caracterizadas quimicamente. Todos estos siderdforos se
componen de tres partes: un croméforo responsable de su fluorescencia, un péptido especifico de
cada cepa que comprende de 6 a 12 aminoacidos cuya secuencia es especifica a cada especie, y
una cadena lateral unidos al atomo de nitrégeno en la posicion C-3 del cromdéforo. En la mayoria

de los casos, esta cadena lateral es un acido del ciclo de Krebs, tal como acido succinico, malico o
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a-cetoglutarico o alguno de sus derivados amidicos. La cadena peptidica y la cadena lateral estan
conectadas al grupo carboxilo y al grupo NH; del croméforo, respectivamente (Fig. 2). La secuencia
peptidica difiere sustancialmente entre las especies e incluso entre cepas de la misma especie. Por
ejemplo, P. aeruginosa produce tres tipos distintos que difieren en la cadena peptidica: PVDI,
PVDII y PVDIII [169, 200]. La unidn al hierro por parte de este tipo de siderdforos se da a través del
grupo catecol presente en el cromdforo y de grupos hidroxamato y/o a-hidroxiacidos de

aminodacidos modificados presentes en la cadena peptidica del compuesto [155].
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Figura 2: Estructura del sideréforo PVD | producido por P. aeruginosa. Se representa en rojo

el cromdforo, en azul la cadena peptidica y en verde la cadena lateral.

Al menos 12 enzimas estan involucradas en la biosintesis de las PVDs incluyendo las NRP-
Sintetasas. Los genes involucrados en la biosintesis, transporte y regulacién de las PVDs forman un
Unico cluster en P. syringae, dos en P. aeruginosa PAO1 vy tres en P. putida, separados dos de ellos
por 437 kb (Fig. 3) [155]. La sintesis de las PVDs comienza en el citoplasma con el precursor no
fluorescente ferribactina, el cual es exportado al periplasma a través del exportador ABC PvdE. Los
pasos finales en la maduraciéon de las PVDs se dan en el periplasma y el producto es secretado al
medio extracelular mediante accién de la bomba de eflujo tripartita PvdTR y OpmQ. El complejo
Fe**-PVD es internalizado al periplasma por el receptor TonB-dependiente FpvA, dénde el metal es
liberado por reduccién y la PVD es nuevamente exportada al medio extracelular por acciéon de

PvdTR, OmpQ. Por lo tanto el Fe®t y no el complejo es internalizado al citoplasma [42, 168, 169].
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Tranzacetynze SyP
Locus Tag Gen Producto
PA2426 pvdS Factor ECF
PA2425 pvdG Tioesterasa
PA2424 pvdL NRP-Sintetasa (cromaforo)
PA2413 pvdH Aminotransferasa
PA2412 MbtH
PA2411 Tioesterasa
PA2410-03 Proteinas de membrana
PA2402-399 pvdliD NRP-Sintetasas
PA2398 fpvA Receptor TonB-dependiente
PA2397 pvdE Exportador del tipo ABC
PA2396 pvdF N>-hidroxiornitina formiltransferasa
PA2395-93 pvdONM Proteinas periplasmicas
PA2392 pvdP Proteina con sefial TAT
PA2391-89 pvdRT ompQ Sistema tripartita de eflujo
PA2388 fpvR Factor anti-o
PA2387 fpvi Factor ECF
PA2386 pvdA L-ornitina hidroxilasa
PA2385 pvdQ Acilasa

Figura 3: Organizacion de los genes involucrados en la biosintesis, transporte y regulacion
de las PVDs en Pseudomonas. PA: P. aeruginosa, PS: P. syringae, PF: P. fluorescens y PP: P.
putida. Los genes homdlogos se muestran en el mismo color. Genes regulados por el factor
ECF PvdS estan precedidos por un punto verde, que representa la secuencia de
reconocimiento consenso (TAAAT-N16-CGT), mientras que los genes regulados por Fur
estan precedidos por un punto naranja. Los poligonos de color rojo y verde por encima de
los genes corresponden a mutaciones que resultan en un fenotipo de no produccion de
PVDs o neutras respectivamente. Los genes no estan representados en funcion de su
tamano. Las lineas verticales dobles representan ADN intermedio, la longitud del cual se

indica en kb. Adaptado de Ravel y Cornelis [157].
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En P. aeruginosa PAO1, la expresion de los genes de biosintesis y transporte de PVDs incluye al
regulador global Fur, el transductor TonB-dependiente FpvA, los factores ECF PvdS y Fpvl, y el
factor anti-o FpvR [149, 155]. La proteina Fur reprime la expresidn los genes pvdS y fpvl. Cuando la
disponibilidad de hierro se vuelve limitante, PvdS y Fpvl son producidos pero quedan retenidos e
inactivados en la membrana interna en complejo con FpvR. El receptor FpvA es un transductor
TonB-dependiente. La disponibilidad de estructuras cristalograficas en estados diferentes, y
estudios funcionales en mutantes puntuales han permitido un conocimiento detallado del
transporte de PVDs a través de FpvA y de la transduccion de sefial al citoplasma realizado por el
mismo [167]. El reconocimiento del complejo Fe*"-PVD por parte de FpvA activa la transduccion de
sefiales a través de FpvR y ambos factores ECF son liberados en el citoplasma. Fpvl activa la
transcripcién de fpvA mientras que PvdS activa la transcripcion de los genes de que codifican para
los genes de biosintesis de PVDs. A su vez, PvdS activa genes no relacionados con la adquisicion de
hierro pero si con la patogenicidad de P. aeruginosa, como el gen prpL y la exotoxina A [43, 149].
El factor PvdS reconoce una secuencia especifica (TAAAT-N16/17-CGT) conocida como secuencia IS
(Iron Starvation) [192, 193, 207]. Curiosamente, P. syringae no posee copias de fpvl, sin embargo
una secuencia IS candnica esta presente en el promotor del gen fpvA, lo que sugiere que este gen
podria estar regulado por PvdS [155]. En la figura 4 se muestra un esquema del transporte y la

regulacién de la produccidn de pioverdinas en P. aeruginosa.

Transporte y regulacidén de las ornibactinas en Burkholderia spp.

Las ornibactinas son siderdforos lipopeptidicos NRP-Sintetasa dependientes producidos por casi
todas las especies del complejo Burkholderia cepacia [192]. La cadena peptidica esta formada por
cuatro residuos: L-ornitina, D-hidroxiaspartato, L-serina y L-ornitina (Fig. 5). La primera L-ornitina
posee el N> hidroxilado y acilado por un B-hidroxidcido de 4, 6 u 8 carbonos, lo cual diferencia a la
ornibactina B, D y F respectivamente. La cuarta L-ornitina posee el N hidroxilado y formilado, y un
residuo de putrescina en el grupo a-carboxilo [2]. Las dos ornitinas hidroxiladas y aciladas o
formiladas, junto al aspartato hidroxilado forman los tres grupos bidentados de unién a hierro.

El genoma de la cepa B. cenocepacia 12315 presenta 15 genes presumiblemente involucrados en la
biosintesis, regulacién y transporte de las ornibactinas agrupados en un uUnico cluster (Fig. 6). La
cadena peptidica es sintetizada por la accién de las NRPSs Orbl y OrblJ. La proteina OrbE, homdloga
a PvdE, podria estar involucrada en la exportacidn de las ornibactinas al periplasma. La proteina
OrbA es el receptor especifico del complejo Fe*"-ornibactina. Este receptor no posee el dominio N-

terminal de los transductores TonB-dependientes, por lo que actuaria Unicamente como
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Figura 4: Sistemas de adquisicion de hierro mediados por el sideréforo pioverdina (PVD) en
P. aeruginosa. En condiciones limitantes en hierro el regulador global Fur desreprime (entre
otros) los promotores de los genes pvdS y fpvl que codifican para dos factores ECF. Estos
factores son mantenidos inactivos asociados a la membrana por el factor anti-c FpvR. La
presencia de Fe3*-PVD en el medio extracelular desencadena la activacidn de los factores
ECF mediante el reconocimiento y la transduccion de senal del transductor TonB-
dependiente FpvA. El factor PvdS activa entonces la transcripcion de los genes involucrados
en la biosintesis de pioverdinas, como los de las NRP-Sintetasas PvdLlD. A su vez activa la
expresion del gen pvdE que codifica para el transportador del tipo ABC involucrado en la
secrecion al periplasma del precursor de la PVD. Una vez en el periplasma se completa la
maduracién de la PVD y es secretada al medio extracelular por la bomba de eflujo tripartita
OmpQ-PvdRT. El factor ECF Fpvl activa a su vez la transcripcidon del gen del receptor
especifico fpvA. Este receptor internaliza la Fe**-PVD al periplasma mediante interaccion
con el complejo TonB. Por mecanismos aun no del todo claros el complejo Fe**-PVD es
reducido en el periplasma y el Fe?"internalizado al citoplasma. La pioverdina es entonces

nuevamente secretada al medio extracelular mediante OmpQ-PvdRT.
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transportador. Una vez en el periplasma, el complejo es reconocido por la proteina OrbB e
internalizado al citoplasma por un sistema de transporte ABC codificado por los genes orbCD. La
liberacién del hierro del complejo se daria a través de la accion de la reductasa férrica OrbF en el

citoplasma (Fig. 7).

Figura 5: Estructura del sideroforo ornibactina F producido por Burkholderia spp. Se
representa en verde el B-hidroxiacido de 8 carbonos, en azul la cadena peptidica y en rojo

el residuo de putrescina.

La regulacion de la expresion de los genes de biosintesis y transporte de las ornibactinas se da de
una manera mas sencilla que la descrita para las PVDs. El regulador global es también la proteina
Fur, pero el Unico gen del cluster reprimido por Fe’*-Fur es el gen orbS, que codifica para un factor
ECF homologo a PvdS [2, 192]. El resto de los genes del cluster son activados por este factor o,
cuya actividad no esta regulada por un factor anti-o, por lo que la produccion de estos sideréforos
no responde a la presencia de complejos Fe*"-ornibactina en el medio. Los promotores activados
por OrbS presentan secuencias IS similares o idénticas a la descrita para PvdS. La figura 7 muestra

de manera esquematizada la regulacion de la produccién de ornibactinas.

Objetivos

El objetivo general es elucidar los sistemas de transporte de las serobactinas y la regulacién de los
genes de biosintesis y transporte de las mismas.

Los objetivos especificos son identificar el receptor de membrana externa especifico de las
serobactinas y elucidar el posible papel regulatorio del producto del gen pfrl en la produccion y

transporte de estos siderdforos.
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orbS Factor ECF
orbH Tipo MbtH
orbG Hidroxilasa a-cetoglutarato-dependiente
orbC Transportador ABC, ATPasa
orbD Transportador ABC, permeasa
orbF Fe-reductasa
orbB Transportador ABC, proteina periplasmica
orbE Transportador ABC, ATPasa/permeasa
orbl NRP-Sintetasa
orbJ NRP-Sintetasa
orbK Acetiltransferasa
pvdA L-ornitina N>-monoxigenasa
orbA Receptor TonB-dependiente
pvdF N>-hidroxiornitina formiltransferasa
orbl Acetiltransferasa

Figura 6: Organizacion de los genes de la biosintesis, el transporte y la regulacion de las

ornibactinas en Burkholderia cenocepacia J2315. El regulador global Fur reprime la

expresion de orbS (flecha roja) en condiciones no limitantes en hierro. Los genes regulados

por el factor ECF OrbS estan sefialados por una flecha verde que representa la secuencia de

reconocimiento consenso (TAAAT-N16-CGT).
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Figura 7: Sistemas de adquisicion de hierro mediados por el sideréforo ornibactina en B.
cenocepacia. En condiciones limitantes en hierro el regulador global Fur desreprime (entre
otros) el promotor del gen orbS que codifica para un factor ECF. Este sistema de regulacion
carece de un factor anti-o y de un transductor TonB-dependiente. OrbS activa entonces la
transcripcion de los genes involucrados en la biosintesis de pioverdinas, como los de las
NRP-Sintetasas Orbll. A su vez activa la expresion del gen orbE que codifica para el
transportador del tipo ABC involucrado en la secrecion al periplasma de la ornibactina. Es
desconocido el sistema de secrecion de las ornibactinas del periplasma al medio
extracelular. El receptor TonB-dependiente OrbA internaliza la Fe®-ornibactina al
periplasma mediante interaccién con el complejo TonB. El complejo Fe**-ornibactina es
reconocido especificamente por la proteina de unidén periplasmica OrbB, quién lo
transporta hasta la permeasa OrbD, y mediante hidrdlisis acoplada de ATP realizada por
OrbC se introduce el complejo al citoplasma, donde la Fe-reductasa OrbF libera el ion por

reduccion.
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Materiales y métodos

Crecimiento bacteriano

Las cepas de H. seropedicae se cultivaron a 30°C en medio TY (triptona 5 g/L, extracto de levadura
3 g/L, CaCl, 0,1 g/L) [18], NfbHP-malato [102] o en el medio NfbHP-GG. Este medio es una
modificacion del NfbHP-malato, pero conteniendo glucosa 11 mM como fuente de carbono en
lugar de malato, glutamato 3 mM, NH4Cl 20 mM y biotina 0,4 mM. Diferentes condiciones de
disponibilidad de hierro se obtuvieron con el agragado de FeCl; 37 uM, o de los quelantes de
metales 2,2'-dipiridilo (DP) o de etilendiamina-di-O-hidroxifenilacetato (EDDHA), como se indica
para cada ensayo. La cepa de E. coli TOP10 se cultivé rutinariamente en medio LB [20] a 37°C.
Todos los ensayos y repeticiones se realizaron a partir de colonias frescas crecidas en medio TY o
LB sélido a 30°C o 37°C durante 48 o 24 horas, sembradas a partir de cultivos stock en glicerol 25%
(v/v) conservados a -80°C.

Los antibidticos empleados se utilizaron en las siguientes concentraciones: ampicilina 50 pg/ml
(Amp?), &cido nalidixico 5 pg/ml (Nal’®), tetraciclina 10 pg/ml para resistencias portadas en
plasmidos y 5 pg/ml para inserciones cromosémicas (Tc'®, Tc°), gentamicina 20 pg/ml (Gm?), el X-
galactopirandsido (X-galzo) se agrego en una concentracion final de 20 pg/ml.

Para los ensayos de crecimiento en medio liquido, la cepa H. seropedicae Z67 y las mutantes
isogénicas derivadas se crecieron en 200 ul de medio NfbHP-GG con diferentes condiciones de
disponibilidad de hierro en placas de 96 pocillos Cell Star®, Greiner Bio One, incubandose a 30°C
en un lector de placas Varioskan Flash® (Thermo), con agitacion periddica de 30 segundos cada
veinte minutos. El crecimiento se determind por medidas de densidad 6ptica a 620 nm. Los
diferentes medios se inocularon con células crecidas en medio NfoHP-GG suplementado con FeCls

37 uM en fase exponencial tardia con una densidad celular inicial de 1 x 10 ufc/ml.

Bioensayos

La capacidad de distintos compuestos de ser utilizados como fuentes nutricionales de hierro fue
evaluada mediante bioensayos en medio sélido como se describid anteriormente [4, 139].
Brevemente, se inocularon de manera incorporada aproximadamente 108 células de las cepas a
estudiar en placas con TY EDDHA 500 pM, previamente crecidas en TY liquido durante 24 horas.

Una vez solidificado el medio, se realizaron pocillos de 5 mm en la placa y se agregaron en los
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mismos 10 pl de las siguientes fuentes nutricionales de hierro: FeCls 37 uM; Fe**-ferricromo 300
UM y Fe**-serobactina aprox. 300 pM. La obtencién de Fe**-serobactina se describe en el articulo

presentado en el capitulo 4.

Analisis in silico
El analisis de la regidn del genoma de H. seropedicae SmR1 involucrada en la biosintesis de
serobactinas se hizo con las herramientas disponibles en la plataforma IMG

http://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/w/main.cgi [119]. El analisis de dominios Pfam se realizé usando la

plataforma de IMG vy la plataforma del Instituto SANGER, disponible en el sitio

http://pfam.sanger.ac.uk/ [66]. El alineamiento de las secuencias aminoacidicas deducidas para

las proteinas CirA y FhuA se hizo a través de la herramienta MUSCLE [63] disponible en la pagina

http://www.ebi.ac.uk/.

Extraccion de proteinas de membrana externa

Para la obtencidn de una fraccidn enriquecida en proteinas de membrana externa se cultivo la
cepa H. seropedicae 267 en 50 ml de TY FeCl; 37 uM, TY EDDHA 250 uM, NfbHP-GG FeCl; 72 uM y
NfbHP-GG DP 50 uM durante 24 horas con agitacion constante (200 rpm). Los diferentes medios
se inocularon con células crecidas hasta fase exponencial tardia en medio TY o en medio NfbHP-
GG suplementado con FeClz 72 uM segun corresponde logrando una densidad celular inicial de 1 x
10° ufc/ml.

Los cultivos se centrifugaron durante 10 min a 10.000g, luego las células se lavaron dos veces con
Tris-HCI 10 mM pH 7,5 y se resuspendieron en 10 ml del mismo tampdn. Esta suspensién celular se
lis6 por presion mecdnica pasandose tres veces por una French Press, y el extracto lisado se
incubd durante 90 min con 0,4 mg/ml de ADNasa, 0,4 mg/ml de ARNasa y 10 mg/ml de lisozima
(todas adquiridas en SIGMA-Aldrich). Posteriormente se incubo con Sarkosyl 0,75% /p/v) durante
60 min a temperatura ambiente y las mezclas se centrifugaron 10 min a 10.000g. Se descarto el
sedimento conteniendo las células sin romper, y los sobrenadantes obtenidos se centrifugaron 2 h
a 59.000 g y a 4°C. Se descartaron los sobrenadantes y los pellet conteniendo la fraccidon

enriguecida en proteinas de membrana externa (PME) se guardaron para su posterior analisis.

Identificacién de proteinas por espectrometria de masas
Las fracciones obtenidas enriquecidas en PMEs se analizaron por electroforesis en geles

desnaturalizantes de acrilamida 12%, bis-acrilamida 0,8% mediante la técnica clasica de SDS-PAGE

F. Rosconi 2013, Tesis de doctorado Pagina 118


http://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/w/main.cgi
http://pfam.sanger.ac.uk/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/webservices/services/msa/doku.php?id=about:webservices

Capitulo 5

[112]. Los pellet de PMEs se resuspendieron en 500 ul de H,0 bidestilada y 500 ul del tampdn de
muestra y se calentaron a 95°C durante 4 min. Luego de la electroforesis, las proteinas se tifieron
con azul brillante de Coomassie. Las bandas a analizar se cortaron con bisturi estéril y se
analizaron por espectrometria de masas como se describioé previamente [50, 51]. Brevemente las
bandas se destifieron con acetonitrilo 100 % y se digirieron con tripsina 20 pg/ml a 37°C durante
toda la noche. Los péptidos digeridos se extrajeron con una solucion de acido trifluoroacético
(TFA) 5% (v/v), acetonitrilo 50% (v/v) y se concentraron por vacio. Las muestras obtenidas se
desalaron usando puntas PerfectPure® C-18 (Eppendorf) y se eluyeron directamente sobre la
matriz en la placa para su analisis. Los espectros de masas se adquirieron usando un
espectrometro Autoflex MALDI-TOF-MS (Bruker Daltonics) en modo de reflexién de ion
positivo/retardado con un voltaje de aceleracién de 20 kV, tiempo de retardo de 150 ns y el rango
de masa de adquisicion 800-3200 Da. La calibracién externa se realizé utilizando un kit de
calibracion de péptido en el intervalo de masas 800-3200 Da (Bruker Daltonics). Para la calibracién
interna, se utilizaron los picos conocidos de autolisis de la tripsina porcina. Las busquedas de bases
de datos se realizaron con el software ProteinProspector v3.2.1 en un servidor local
(www.genopar.org). Las listas de los picos se crearon utilizando el software FlexAnalysis 2.0
(Bruker Daltonics). Los criterios utilizados para la identificacion de proteinas incluyen un minimo
de cinco fragmentos péptidicos que cubran al menos el 20% de la proteina y una puntuacion
MOWSE al menos 10° veces mayor que el segundo candidato cuando existe mas de una proteina

candidata.

Técnicas generales de biologia molecular

Los cebadores utilizados en este trabajo se muestran en la tabla 1 y los programas de ciclado se
describen en el anexo Il. Las enzimas utilizadas fueron la Taq polimerasa y la Pfu polimerasa ambas
de Fermentas. Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 50 ul conteniendo el
tampdn correspondiente 1 x de cada enzima utilizada (Taq o Pfu) con KCIl, MgCl, o MgS0O,; 2 mM
para la enzima Taq o Pfu respectivamente, dNTPs 0,2 mM, DMSO 5% (v/v), los cebadores
correspondientes 0,2 uM cada uno, molde de ADN 50 ng totales, y 1,25 U de Taq polimerasa o 2,5
U de Pfu polimerasa. Para los PCR de colonia se tocd con palillos estériles la colonia a analizar y se
resuspendié la misma en la mezcla de PCR sin polimerasa. La suspensidn resultante se incubd 20
min a 95 °C, luego de los cuales se agregd Taq polimerasa y se procedid con el ciclo de amplificado
correspondiente al par de cebadores utilizados (Anexo Il). Los ensayos de digestién y de ligacidn se

realizaron segun recomendacién de los fabricantes y las enzimas utilizadas fueron adquiridas en
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PROMEGA o Fermentas. La cepa E. coli TOP10 se utiliz6 como cepa portadora de las distintas
construcciones. Trabajos rutinarios de biologia molecular como preparacién plasmidica por lisis
alcalina, transformacion por shock térmico y preparacion de células quimiocompetentes se
realizaron mediante técnicas clasicas ya descritas [164]. La confirmacidon de la obtencién de
plasmidos, digestiones, o productos de amplificacidn se realizé en geles de agarosa 0,8 % (p/v) en
presencia de GoodView® y posterior exposicién a luz UV. Para la purificacion de bandas de geles

de agarosa se utilizé el QlAquick Gel Extraction Kit® (QIAGEN).

Tabla 1. Cebadores utilizados en este trabajo.

Cebador Secuencia Sitios de corte presentes
FHUAsense 5" ATACTCGAGTGCCGGCGCTCTTCAATC 3’ Xhol (CTCGAG)
FHUAanti 5 GGCGCGGCGGCTTCGTAGTC 3’
CIRAsense 5" AAATCTAGACTGCAGCTCGTTCGGCATACAAAG 3’ Xbal (TCTAGA)

Pstl (CTGCAG)
CIRAanti 5’ AAACTCGAGCTGCAGGGACTTCGGCGATCTTGATG 3’ Xhol (CTCGAG)
Pstl (CTGCAG)

INVCIRAsense 5' CGTGACCTGCCGCCCCTG 3'

INVCIRAanti 5' GTCAGCAACCTCGCCAACCG 3'

PFRIsense 5’ GGAAAACGCCGCCCAGGTCATC 3/

PFRlanti 5’ CACCGCATCGTCAGCATCAAAACTC 3’

2348sense 5’ GAAGATCTCGGCGCTGTCATGGAAGGTG 3’ Bglll (AGATCT)
2348anti 5’ GAAGATCTGCTGGCGGCGGTTGCG 3’ Bglll (AGATCT)

Construccién de plasmidos para mutagénesis y obtencién de mutantes por conjugacién

Las cepas utilizadas en este trabajo se describen en la tabla 2. Los plasmidos utilizados se
representan en la tabla 3 y los mapas de los vectores y las construcciones estdn esquematizados
en el anexo lll. La estrategia general utilizada para la obtencidon de todos los mutantes dirigidos fue
mediante dos eventos de recombinacién homdloga. En dicha estrategia los diferentes genes
deletados o interrumpidos se clonaron en el vector suicida pWS233 [176], el cual posee una copia
de los genes sacRB, que provocan sensibilidad a altas concentraciones de sacarosa.

Para la construccion del pWFHUA::LacZ se procedié de la siguiente manera: el gen fhuA se
amplificd utilizando los cebadores FHUAsense y FHUAanti (Tabla 1). Dicho producto de

amplificacién se digirié con las enzimas Notl-Xhol y el fragmento obtenido se clond en los sitios
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Notl-Sall del vector de clonado pBluescript SK+® (pBSK, Stratagene) que permite la visualizacién de
cepas portadoras de plasmido con inserto (colonias blancas en medio con el indicador X-gal) por
a-complementacién de la enzima B-galactosidasa. De esta manera se obtuvo el pBFHUA. El casete
lacZaacC1 se escindié del plasmido pAB2001 [17] con la enzima Sall y se cloné en el mismo sitio
del pBFHUA presente en la secuencia del gen, obteniéndose el plasmido pBFHUA::LacZ. Dicho
plasmido fue digerido con BamHlI y el fragmento interno del gen interrumpido con el lacZaacC1 se
clond en el sitio Bglll del pWS233.

El plasmido pWAFHUA se obtuvo de la siguiente manera: el pBFHUA se digiri6 con BamHlI. Dicha
digestion escinde un fragmento de 1317 pb (multiplo de tres) internos a la secuencia del gen que
mantiene el marco abierto de lectura. El fragmento remanente de esta digestién conteniendo el
vector y los extremos del gen se religd obteniéndose el pBAFHUA. El fragmento con el gen
deletado se amplificd con la enzima Pfu (Fermentas) utilizando los cebadores FHUAsense vy
FHUAanti. El amplicon obtenido de extremos romos se clond en pWS233 digerido con Bglll, luego
de reparar y fosforilar los extremos cohesivos utilizando las enzimas comerciales End Repair
Enzyme Mix incluidas en el CopyControlTM HTP Fosmid Library Production Kit (Epicentre) segun
indicacién de los fabricantes.

Para la construccién del pWACIRA se amplificd el gen con los cebadores CIRAsense y CIRAanti. El
producto obtenido se digirid con Xbal-Xhol y se ligé en pBSK digerido con las mismas enzimas
obteniéndose el pBCIRA. Utilizando este plasmido como molde se realizé una PCR invertida
utilizando los cebadores InvCIRAsense e InvCIRAanti con la enzima Pfu. El amplicén obtenido se
religd obteniéndose el pBACIRA. Dicho plasmido se digirié con Pstl y se ligd con pAB2001 también
digerido con Pstl, obteniéndose el pA1ACIRA, el cual se digirié con BamHI y se clond en el sitio Bglll
de pWS233.

Para la construccién del pWPFRI::LacZ se amplificd con la enzima Pfu el gen pfrl empleando los
primers PFRIsense y PFRIlanti, y el producto obtenido se clond en el sitio EcoRV del pBSK,
obteniéndose el pBPFRI. El cassette lacZaacC1 se escindié del pAB2001 con la enzima Smal y se
cloné en el sitio EcoRV del pBPFRI presente en el medio del gen, obteniéndose el pBPFRI::LacZ.
Dicha construccion se digirié con las enzimas BamHI-HindlIll y se clond el gen interrumpido en los
sitios BamHI-Hindlll del pAB2002 [17], obteniéndose el pA2PFRI::LacZ. Esta vez el gen
interrumpido se escindié con la enzima EcoRl y se cloné en sitio EcoRI del pWS233.

Las diferentes construcciones pWFHUA::LacZ, pWAFHUA, pWACIRA y pWPFRI::LacZ, se
introdujeron en la cepa Z67 mediante conjugacion triparental usando la cepa de E. coli TOP10

conteniendo el pldasmido a recombinar (pWx) y la cepa TOP10 conteniendo el plasmido pRK2013
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[60], que posee los genes de transferencia necesarios para la conjugacién. La seleccion del primer
evento de recombinacién se realizé en medio TY Tc> Nal®. Colonias aisladas en este medio se
repicaron en 5 ml de TY Nal® y luego de 24 horas de crecimiento, 2 x 10° células se plaguearon en
NfbHP-malato sélido suplementado con sacarosa 8% (p/v) Nal. Para el caso de aquellas mutantes
interrumpidas con el casete lacZaacC1, las cepas donde hubiera sucedido un doble evento de
recombinacién se seleccionaron por desarrollo de color azul en medios con X—galzo. En el caso de
las mutantes por delecién, entre 20 y 40 colonias aisladas en medio NfbHP-malato sacarosa 8%
(p/v) se analizaron por PCR de colonia. La confirmacidn de los mutantes se realizé por hibridacion

“Southern blot” [163] o por PCR.

Tabla 2. Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepas Fenotipo Referencia

Herbaspirillum seropedicae

67 Cepa salvaje, Nal® [8]

267-fhuA::lacZ Mutante polar por insercién de casete lacZaacC1 en Hsero_2345 Este trabajo
267-AfhuA Mutante no polar por delecién en Hsero_2345 Este trabajo
267-AcirA Mutante no polar por delecién en Hsero_2337 Este trabajo
267-pfrl::lacZ Mutante polar por insercion de casete lacZaacC1 en Hsero_2338 Este trabajo

Escherichia coli
TOP10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢$80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl Invitrogen
araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endAl A-

Construccién de plasmidos para complementacién y obtencidn de complementantes

Para los ensayos de complementacidn in trans se utilizé el vector pCPP30 [90], de amplio rango de
huésped, el cual permite identificar la presencia de colonias portadoras de insertos en el vector
mediante diferenciacién de colonias blancas (con inserto) de las azules (sin inserto) en medios con
X-gal.

El pCFHUA se obtuvo subclonando el fragmento Kpnl-Sacl del pBFHUA en el sitio Kpnl-Sacl del
pPCPP30. En el caso del pCCIRA, se digirié con Pstl el pBCIRA y el fragmento conteniendo el gen cirA
se clond en el sitio Pstl del pCPP30. La orientacién del gen con respecto al promotor lac del
pCPP30 se determind mediante restriccién con la enzima Hindlll y se nombraron aquellos

pldsmidos donde el gen cirA quedd en la misma direcciéon que dicho promotor como pCCIRA+ y
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aquellos donde el gen quedd en sentido opuesto al promotor como pCCIRA-. Para el caso del

PCPFRI se subclond un fragmento Hindlll-EcoRI del pBPFRI en los mismos sitios del pCPP30.

Tabla 3. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmidos

Fenotipo

Referencia

pBluescript SK+®

pBFHUA
pBCIRA
pBPFRI
pBFHUA::LacZ
pBAFHUA
pBACIRA
pBPFRI::LacZ
pB2348pr

pWS233
PWFHUA::LacZ
pWAFHUA
pWACIRA
PWPFRI::LacZ

pAB2001
pA1ACIRA

pAB2002
pA2PFRI::LacZ

pCPP30
pCFHUA
pCCIRA+
pCCIRA-
pCPFRI
pCFHUApr
pCCIRApr

pRK2013

Vector de clonado, AmpR, Seleccién Azul/Blanco
fhuA clonado en pBSK

cirA clonado en pBSK

pfrl clonado en pBSK

fhuA interrumpido con lacZaacC1 clonado en pBSK
fhuA deletado clonado en pBSK

cirA deletado clonado en pBSK

pfrl interrumpido con lacZaacC1 clonado en pBSK

Regidn intergénica de Hsero_2348 y pvdE clonada en pBSK

Vector suicida en Herbaspirillum, GmR, TcR, sacBR
fhuA interrumpido con lacZaacC1 clonado en pWS233
fhuA deletado clonado en pWS233

cirA deletado clonado en pWS233

pfrl interrumpido con lacZaacC1 clonado en pWS233

cirA deletado clonado en pAB2001

pfrl interrumpido con lacZaacC1 clonado en pAB2002

IncP, Vector de complementacion, TcR, Seleccién Azul/Blanco

fhuA clonado en pCPP30

cirA clonado en pCPP30 en el mismo sentido que el promotor lac
cirA clonado en pCPP30 en sentido opuesto al del promotor lac
pfrl clonado en pCPP30

fhuA bajo control del promotor de Hsero_2348 clonado en pCPP30

cirA bajo control del promotor de Hsero_2348 clonado en pCPP30

ColE1 con genes RK, tra genes. Km". Vector de mobilizacién

Stratagene

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

[176]

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

(17]

Este trabajo

(17]

Este trabajo

[90]

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

(60]
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Para obtener construcciones que expresen los genes fhuA y cirA a partir de la regidon promotora
del Hsero_2348 se amplificé la region intergénica entre este gen y el pvdE con los cebadores
2348sense y 2348anti. El producto obtenido se digirié con Bglll y se clond en el sitio BamHI del
pBSK obteniéndose el pB2348pr. El sentido de insercién se analiz6 mediante PCR utilizando los
pares de cebadores 2348sense-M13 2348anti-M13. Dicho plasmido se digirié con Hindlll-Xbal y se
clond en los mismos sitios del pCFHUA obteniéndose el pCFHUApr. El pB2348pr se digirié con
EcoRI-Xbal y se cloné en los mismos sitios del pldsmido pCCIRA-, obteniéndose el pCCIRApr.

Las diferentes construcciones pCx se introdujeron en las distintas cepas mediante conjugacién
triparental como se explicé anteriormente, seleccionando las cepas portadoras de plasmido en

medio TY Tc*® Nal®.

Resultados

Identificacion de dos posibles receptores para serobactinas mediante analisis in silico

En la figura 8A se muestra el contexto gendmico del gen de la NRP-Sintetasa (rojo) responsable de
la biosintesis de las serobactinas. En la tabla 1 del articulo presentado en el capitulo 4 se describen
las caracteristicas principales de los genes de esta regién. Dos ORFs homdlogos a receptores TonB-
dependientes (verde), anotados como cirA (Hsero_2337) y fhuA (Hsero_2345), estan presentes en
dicho contexto. El analisis de los dominios Pfam [66] de los productos de ambos genes se muestra
en la figura 8B. Como se observa en la figura, ambos productos presentan los dominios Pfam
07715 (dominio corcho) y 00593 (receptores TonB) caracteristicos de todos los receptores TonB-
dependientes. Adicionalmente, el producto deducido de cirA presenta un dominio Pfam 07660
(STN) caracteristico de los transductores TonB-dependientes ausente en el producto de fhuA. El
alineamiento por MUSCLE de ambas proteinas (Fig. 9) indica que ambos productos comparten un
63% de identidad y que CirA posee un extremo terminal mucho mas largo, otra caracteristica de
los transductores TonB-dependientes [115]. Concomitantemente, corriente abajo del gen cirA, se
encuentra un ORF anotado como pfrl (Fig. 8A, azul) homélogo a factores o ECF. Sin embargo no
existe ningun gen que codifique para un factor anti-o en esta regidon del genoma. Un analisis
manual de las regiones intergénicas en dicha region mostré la presencia de secuencias IS
candnicas (TAAAT-N16-CGT) 65 pb antes de los codones de inicio de traduccion de los genes pvdE y

Hsero_2339 (Fig. 8A).
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cirA pfri fhuA pvdE
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2339-2344 2346- 2348
TAAAT-N16-CGT TAAAT-N16-CGT
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Figura 8: Analisis del contexto gendmico de la NRP-Sintetasa responsable de la biosintesis
de las serobactinas y de los dominios Pfam de dos receptores TonB-dependeintes presentes
en el mismo. A) Casete gendmico representado en la figura 2 del capitulo 2 con el gen que
codifica para la NRP-Sintetasa (rojo), dos ORFs anotados como cirA y fhuA con homologia a
receptores TonB-dependientes (verde) y un ORF con homologia a factores ECF (azul).
Corriente arriba de los genes Hsero_2339 y pvdE existe una secuencia idéntica a las
secuencias IS reconocidas por los factores ECF PvdS y OrbS. B) Analisis de dominios Pfam de
los productos de los genes cirA y fhuA. CirA posee en su extremo N-terminal el dominio

07660 caracteristico de los transductores TonB-dependientes.

FhuA actlda como receptor de las serobactinas

El primer acercamiento realizado para identificar el receptor especifico de las serobactinas fue
mediante técnicas de protedmica. La cepa H. seropedicae Z67 se crecié en medio rico TY [18] con
el agregado de FeClz 37 uM (medio rico en hierro) o con el agregado del quelante del ion férrico
EDDHA 200 uM (medio con baja disponibilidad de hierro). Se obtuvieron fracciones enriquecidas

en proteinas de membrana externa (PME) a partir de ambos cultivos y la composicidn de las
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Figura 9: Alineamiento por MUSCLE de las secuencias aminoacidicas de FhuA (Hsero_2345)
y CirA (Hsero_2337). Se observo una identidad del 63 % entre ambas secuencias y que CirA
posee una region N-terminal mas larga, otra caracteristica de los transductores TonB-

dependientes.
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mismas se analizdé por SDS-PAGE (Fig 10). Mediante MALDI TOF se identificaron las tres bandas
gue se expresaban diferencialmente en medios con baja disponibilidad de hierro, siendo una de
ellas el producto del gen fhuA. Las otras dos bandas identificadas correspondieron a los productos
de los genes Hsero_0107 y Hsero_3255, anotados respectivamente como cirA y fiu. El primero de
ellos (Hsero_0107) si bien estd anotado en el genoma como homodlogo al gen cirA presenta
homologia con receptores TonB-dependientes especificos de compuestos heminicos.
Previamente, mediante bioensayos se demostré que H. seropedicae puede utilizar hemina y

hemoglobina como fuentes nutricionales de hierro (dato no mostrado).

Hsero_3255

Hsero_0107

FhuA

Figura 10: Perfil de PMEs de la cepa H. seropedicae Z67. La cepa se crecid en medio TY con
el agregado de FeCl, 37 uM (+Fe) o con el quelante DP 200 uM (-Fe). Las bandas expresadas
diferencialmente en el medio con baja disponibilidad de hierro fueron identificadas por

espectrometria MALDI-TOF.

El producto del gen Hsero_ 2337 (también homdlogo al gen cirA) no fue identificado en este
ensayo, debido quizds a que el mismo no se esté expresando en el medio rico TY o porque se
expresa en cantidades no detectables por este método. Para descartar la primera hipdtesis se

decidio realizar otra extraccién de PMEs de la cepa crecida ahora en medio minimo NfbHP-GG con
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FeCls 37 uM o con al agregado de DP 50 uM. Asimismo, se extrajeron las PMEs de las mutantes
44.46 y 4.3 con la hipdtesis de que dichas mutantes comprometidas en la adquisicién de hierro
produjeran una mayor cantidad de receptor. Las extracciones provenientes de las cepas crecidas
en las dos condiciones fueron analizadas por SDS-PAGE. En la figura 11 se muestra el gel
sefialandose la banda diferencialmente expresada identificada por MALDI TOF correspondiente al

producto del gen fhuA. No hubo diferencias observables entre el perfil de la cepa salvaje y el de las

mutantes.
267 44.46 4.3 M.P.M kDa
Fe + - + - + -
.
. 97
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Figura 11: Perfil de PMEs de la cepa salvaje H. seropedicae 267 y de las mutantes 44.46
(exbD::mTn5) y 4.3 (Hsero_2343::mTn5). Las cepas se crecieron en medio NfoHP-GG con el
agregado de FeCl, 37 pM (+) o con el quelante DP 50 uM (-). La banda correspondiente a
FhuA, expresada diferencialmente (flechas) en los medios con baja disponibilidad de hierro

fue identificada por espectrometria MALDI-TOF.

Para determinar si efectivamente FhuA participaba en el transporte de serobactinas se
construyeron dos mutantes en el gen fhuA, la primera de ellas, Z67-fhuA::lacZ, contenia una
insercion del casette lacZaacC1 en el gen [17] y la otra mutante Z67-AfhuA se obtuvo por delecidn
de un fragmento interno del gen. El fenotipo de produccién de serobactinas en medio CAS

evidencia claramente la sobreacumulacion de sideréforos en ambas mutantes (Fig. 12). Sin
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embargo, la mutante Z67-fhuA::lacZ presenta un menor halo en CAS que el de la cepa Z67-AfhuA.
Al ser la primera de estas mutantes obtenida por insercidn en el gen, esta menor produccién de
sideréforo podria deberse a un efecto polar sobre el gen Hsero_ 2344, el cual codifica para una
probable lipasa (Tabla 1, articulo de capitulo 4), quizas involucrada en la obtencién de los 4cidos
grasos de la serobactina a partir de triacilglicéridos. Sin embargo, las serobactinas producidas por
esta mutante identificadas por espectrometria de masas, poseen estructuras similares a las
producidas por la cepa salvaje (datos no mostrados), por lo que de poseer esta probable lipasa la

funcidn predicha existirian genes con funciones redundantes en el genoma de H. seropedicae.

Figura 12: Fenotipo en medio CAS de la cepa salvaje H. seropedicae 267 y de mutantes en el
gen fhuA. A) Cepa salvaje y dos mutantes Z67-fhuA::lacZ obtenidas independientemente, B)
la cepa salvaje conteniendo el pCPP30 y la mutante Z67-AfhuA conteniendo los plasmidos
pCPP30, pCFHUA y pCCIRA, y C) la cepa salvaje conteniendo el pCPP30 y la mutante Z67-
AfhuA conteniendo los plasmidos pCPP30, pCFHUApr y pCCIRApr. Diez microlitros de
cultivos primarios en fase exponencial tardia conteniendo aprox. 1 x 10° u.f.c. de cada cepa

se colocaron como gota en las placas, dejaron secar y se crecieron durante 24 hs a 30 °C.
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Para los ensayos de complementacion, se cloné un fragmento de 2402 pb conteniendo todo el
marco de lectura del gen fhuA en el mismo sentido que el promotor plac del plasmido pCPP30
utilizado como vector [90]. Dicha construccién no fue capaz de complementar a la mutante 267-
AfhuA (Fig. 12B). Esto puede deberse a que el gen no se exprese de manera suficiente bajo control
del plac presente en el pCPP30. Teniendo en cuenta que las regiones intergénicas presentes entre
los genes Hsero_2344 y Hsero_2348 son muy pequeiias se puede suponer que estos genes forman
parte de un solo operdn. Pensando en esta posibilidad, se amplificé la regidn intergénica presente
entre los genes Hsero 2348 y pvdE y se cloné en el plasmido pCFHUA generando el pCFHUApr de
forma que el gen fhuA clonado se encuentre bajo la accion de su propio promotor. Esta
construccion complementd parcialmente el fenotipo de la mutante Z67-AfhuA en CAS (Fig. 12C).
Ademas del fenotipo en medio CAS, se evalud si la mutacién en el gen fhuA afectaba el
crecimiento en medio liquido de la cepa mutante. Para ello se realizaron curvas de crecimiento de
la cepa salvaje, de la mutante Z67-AfhuA y de la mutante complementada con el plasmido
pPCFHUApr crecidas en medio NfobHP-malato con alta y baja disponibilidad de hierro (Fig. 13). Como
se muestra en la figura, la mutante presentd claramente comprometido su crecimiento cuando la
disponibilidad de hierro era baja, mientras que la presencia de mas copias del gen fhuA in trans
complementd dicho fenotipo en forma parcial.

Cuando se evalué el fenotipo de crecimiento en medio sélido mediante la realizacion de
bioensayos se observd que el mutante Z67-AfhuA no revierte el fenotipo de formacién de halo
cuando se le agregan serobactinas como fuente de hierro, lo cual era de esperar si este receptor
estaba involucrado en el transporte de serobactinas (Fig. 14). Teniendo en cuenta que la anotacidn
FhuA hace referencia a los receptores especificos para el siderdforo ferricromo [24] se evalud la
participacién de fhuA en la utilizacién de ferricromo férrico. Como se muestra en la figura 14 el
crecimiento de la mutante fue similar al de la salvaje, por lo que H. seropedicae utilizaria otros
receptores en vez o ademas de FhuA para la utilizacion del ferricromo como fuente de hierro.

En suma el conjunto de estos resultados permite concluir que FhuA actia como receptor para el

transporte de serobactinas.

CirA puede participar del transporte de serobactinas cuando se encuentra en alto niumero de
copias

De los resultados obtenidos en los ensayos con PME puede concluirse que el gen cirA no se
encuentra activamente expresado en las condiciones estudiadas. Dada la alta similitud de CirA con

FhuA, se evalué si el gen cirA era capaz de complementar in trans a la mutacién AfhuA. Para ello se
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cloné un fragmento de 2793 pb conteniendo el gen cirA en el pCPP30. La mutante Z67 AfhuA
conteniendo dicha construccidn, el pCCIRA+, no fue capaz de revertir al fenotipo salvaje en medio
CAS (Fig. 12B). Sin embargo, la cepa mutante complementada con el plasmido pCCIRApr, que
posee el gen cirA bajo el control de la misma regidn promotora utilizada en el pCFHUApr, revierte
parcialmente al fenotipo salvaje tanto en medio CAS como con respecto al crecimiento en medio
liquido. Incluso, tanto el crecimiento como la internalizacion de sideréforos evidenciada segun el
fenotipo en medio CAS es mayor en la cepa Z67-AfhuA que contiene el pCCIRApr que en aquella

gue contiene el pCFHUApr (Figs. 12Cy 13).
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Figura 13: Fenotipo de crecimiento de la cepa H. seropedicae 267 y de la mutante Z67-
AfhuA. La cepa salvaje con el plasmido pCPP30 y la mutante Z67-AfhuA con los plasmidos
pCPP30, pCFHUApr y pCCIRApr se crecieron en medio NfbHP-GG con FeCl, 37 pM (Fe) y DP
25 uM (DP). El crecimiento de la cepa Z67-AfhuA conteniendo los plasmidos pCFHUApr y
pCCIRApr en medios con FeCl, 37 pM fue similar que el correspondiente a la cepa salvaje y
a la mutante con el plasmido pCPP30 (no se muestra en la figura). Los diferentes medios se
inocularon con células crecidas en medio NfbHP-GG suplementado con FeCl, 37 uM en fase
exponencial tardia a una densidad celular inicial de aprox. 1 x 10° unidades formadoras de

colonia (UFC)/ml.
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Estos resultados muestran que CirA podria funcionar como transportador de serobactinas, sin
embargo, en las condiciones estudiadas, dicho transporte no seria efectivo debido a una baja o

nula expresién del gen.

Figura 14: Utilizacion de diferentes fuentes de Fe3* evaluadas mediante bioensayos. A) H.

seropedicae 267 y B) la mutante Z67-AfhuA. Se inocularon de manera incorporada 10°%
células de las cepas a estudiar en placas de TY-agar EDDHA 500 puM, previamente crecidas
durante 24 horas en 5 ml de TY. Una vez solidificado el medio, se realizaron pocillos de 5
mm en la placa y se agregaron en los mismos 10 pl de las siguientes fuentes nutricionales
de hierro: 1) FeCl, 37 pM; 2 y 3) Fe**-serobactina aprox. 300 pM; y 4) Fe**-ferricromo 300

KLM. Las placas se crecieron durante 24 h a 30 °C.

Pfrl es esencial para la produccion de serobactinas

La presencia de un factor ECF en la regién gendmica implicada en la biosintesis y transporte de
serobactinas sugiere que dicho factor podria poseer un papel en la expresion estos genes. Para
comprobar esta hipdtesis, se construyd una mutante por insercidon del casete lacZaacC1 en el gen
pfrl. Dicha mutante, Z67-pfrl::lacZ, no fue capaz de producir sidero6foros en cantidades detectables
en medio CAS (Fig. 15). Este fenotipo pudo ser revertido al salvaje al complementar in trans la
cepa mutante con un fragmento de 992 pb que contiene el gen pfrl y 82 pb de la regién
intergénica de dicho gen con cirA (plasmido pCPFRI). Este resultado indica que no existe un efecto

polar debido a la insercién del casete lacZaacC1 sobre los genes corriente abajo de pfrl.
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Figura 15: Fenotipo en medio CAS de la cepa salvaje H. seropedicae 267 y de la mutante
Z67-pfrl::lacZ. La cepa salvaje contiene el plasmido pCPP30 y la mutante Z67-pfrl::lacZ
contiene los plasmidos pCPP30 o pCPFRI. Diez microlitros de cultivos primarios en fase
exponencial tardia conteniendo aprox. 1 x 10° u.f.c. de cada cepa se colocaron como gota

en las placas, dejaron secar y se crecieron durante 48 h a 30 °C.

CirA actda como un transductor TonB-dependiente

A pesar de no existir evidencia de alguna posible funcién del producto del gen cirA, se construyé
una mutante no polar por delecién en el mismo. Sorprendentemente, el fenotipo de esta mutante
267-AcirA fue de menor produccion de serobactinas en medio CAS, observdndose un halo
aproximadamente tres veces menor que el de la cepa salvaje (Fig. 16). Este fenotipo pudo ser
revertido al complementar la mutante con el plasmido pCCIRA+. En este plasmido, el gen cirA
estaria bajo control del plac del pCPP30. El hecho de que la mutante sea no polary la reversién del
fenotipo en la cepa complementante descartan un posible efecto de la mutacidon sobre la
expresion del gen contiguo pfrl que afectase la produccidn de serobactinas.

Se ha descrito en otras bacterias que mutantes en transductores TonB-dependientes son
complementados si se sobreexpresa el factor ECF asociado a la transduccion de sefial [116]. Para
comprobar si éste era el caso, se complementd la mutante Z67-AcirA con el plasmido pCPFRI.
Como se muestra en la figura 16, efectivamente en la mutante Z67-AcirA conteniendo el plasmido

pCPFRI la produccion de halo en medio CAS fue similar al de la cepa salvaje.
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Los resultados obtenidos indican que, aunque producido en bajas cantidades CirA actuaria como
un transductor de alguna senal, probablemente detectando la presencia del complejo Fe3'-
serobactina, activando o liberando una parte de la poblacién intracelular de Pfrl, interactuando

con algun factor anti-o desconocido no presente en el contexto genémico analizado.

Figura 16: Fenotipo en medio CAS de la cepa salvaje H. seropedicae 267 y la mutante 267-
AcirA. La cepa salvaje contiene el pCPP30 y la mutante Z67-AcirA conteniendo los plasmidos
pCPP30, pCCIRA o pCPFRI. Diez microlitros de cultivos primarios en fase exponencial tardia
conteniendo aprox. 1 x 10° u.f.c. de cada cepa se colocaron como gota en las placas,

dejaron secar y se crecieron durante 48 h a 30 °C.

Discusion

En la figura 17 se muestra el modelo propuesto para el transporte y regulacidn de la produccién de
serobactinas en base a los resultados de los experimentos realizados, los analisis gendmicos y lo
descrito para otras bacterias emparentadas o con sistemas similares. Es probable que al igual que
en todas las B-Proteobacterias estudiadas, el regulador global de la homeostasis de hierro en H.
seropedicae sea la proteina FUR. En su genoma existen dos copias de genes anotados como fur, el
Hsero_0608 y Hsero_4298. Cuando la cepa se encuentra en ambientes con baja disponibilidad de

hierro se desreprimiria la expresion de los genes pfrl y fhuA. Pfrl activaria la expresidn de los genes
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de biosintesis y de pvdE. Por su parte, cirA se expresaria en forma constitutiva pero basalmente. La
presencia de serobactina-Fe** en el ambiente seria reconocida por CirA liberando una
subpoblacion de Pfrl y permitiria que la produccidon de serobactinas alcance su mdaximo. Para
consolidar el modelo propuesto, se plantea realizar estudios de la expresidon de los genes cirA,
Hsero_2340, Hsero_2348 y pvdE en el contexto de la cepa salvaje y de las mutantes Z67-pfri::lacZ,
Z67-AcirA y una doble mutante Z67-AcirA pfrl::lacZ, tanto en presencia como en ausencia de Fe*-
serobactina.

Aunque no fue objeto de estudio en esta tesis, la presencia de genes como pvdE, Hsero 2348,y la
ausencia de genes que codifiquen para un transportador del tipo ABC, sugieren que las
serobactinas son secretadas al periplasma a través de PvdE, una vez internalizado el complejo
Fe**-serobactina nuevamente al periplasma el producto del gen Hsero_2348, homodlogo a
reductasas férricas, liberaria el metal por reduccion. El Fe** podria entonces ser internalizado al
citoplasma a través de por ejemplo el gen Hsero 0051, anotado como feoB, homdlogo a
transportadores de ion ferroso en otras bacterias [36, 144]. Aunque no existen genes homélogos a
pvdRTompQ en el contexto gendmico estudiado, existen en otras partes del genoma de H.
seropedicae un total de 8 sistemas homdlogos de secrecién a PvdRTOmpQ, por lo que es posible
gue una vez liberado el metal, las serobactinas sean recicladas al medio extracelular como en el
caso de las pioverdinas en Pseudomonas spp.

Como lo demuestran los ensayos de complementacion con el plasmido pCCIRApr, en un mayor
nlimero de copias, la proteina CirA podria actuar como una proteina transportadora. Incluso, la
cepa Z67-AfhuA conteniendo el pCCIRApr posee un mayor crecimiento en medios limitados en
hierro y un menor halo (mayor internalizacion) en medio CAS que la misma mutante conteniendo
el pCFHUApr. Dicha diferencia podria explicarse por diferencias en la estabilidad de los mensajeros
producidos en las construcciones. Sin embargo, no puede descartarse que CirA sea un receptor
mas efectivo que FhuA. Como perspectiva de este ensayo, se planea realizar extraccién de PMEs

esperando identificar a CirA en las cepas que contengan el pCCIRApr.
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Figura 17: Sistemas de adquisicion de hierro mediados por serobactinas en H. seropedicae.
En condiciones limitantes en hierro, probablemente el regulador global Fur desreprimiria
los promotores de los genes pfrl y Hsero_2348. Probablemente el gen fhuA forme parte del
mismo operon gue este Ultimo. Una parte de la poblacion producida de Pfrl se mantendria
inactiva asociada a la membrana por un factor anti-o no identificado. La presencia de Fe?*-
serobactina en el medio extracelular desencadenaria la activacion de esta subpoblacion de
Pfrl mediante el reconocimiento y la transduccion de sefal del transductor TonB-
dependiente CirA, el cual es expresado en bajo numero. La produccion de las serobactinas
llegaria a su maximo, mediante la accion de la NRP-sintetasa codificada por Hsero_2343 y
proteinas accesorias. A su vez, también a través de Pfrl, se activaria al maximo la expresion
del gen pvdE, estando su producto probablemente involucrado en la secrecion al
periplasma de las serobactinas. El receptor FhuA internaliza el complejo Fe**-serobactina al
periplasma mediante interaccion con el complejo TonB. La ausencia de un sistema de
transporte ABC en el casete gendmico de produccion de serobactinas podria indicar que el
hierro sea obtenido a través de reduccion en el periplasma, probablemente mediante

accion del producto del gen Hsero_2348.
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CAPITULO 6: DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

Herbaspirillum seropedicae es uno de los endéfitos bacterianos verdaderos del cual se posee un
mayor conocimiento a nivel gendmico, fisiolégico y de interaccién con sus hospederos. Es de
destacar que inclusive las cepas tipo o de referencia para esta especie son promotoras del
crecimiento vegetal, y nuevos aislamientos realizados pertenecientes a este género mostraron ser
capaces de promover el crecimiento de diversas gramineas [128]. En Uruguay, la empresa Lage &
Cia comercializa el producto Endorice®, el cual esta formulado en base a un aislamiento del género
Herbaspirillum obtenido de plantios de arroz en Uruguay [151]. Se ha propuesto también que su
capacidad de invasor efectivo de diversas plantas pueda ser explotada utilizando cepas
modificadas genéticamente que producen moléculas biocontroladoras [62]. Recientemente se
publicé el genoma de la cepa H. seropedicae Os45, aislada junto con otras cuatro cepas de H.
seropedicae, las cuales se describieron como patdgenas del cultivar de arroz C2 en China [214]. En
vez de ser un desincentivo, estos descubrimientos hacen de la especie H. seropedicae un excelente
modelo a nivel genédmico y funcional, para el estudio de los mecanismos de regulacion de las
interacciones bacteria-planta, beneficiosas y/o patdgenas. Estos estudios podrian comprobar el
modelo del balance de antagonismos propuesto para estas interacciones y permitir un mejor
manejo de los enddfitos con aplicaciones biotecnolégicas [174]. Por consiguiente hay gran interés
tanto en el ambito académico como tecnolégico para profundizar en el conocimiento de este

grupo de bacterias.

Anadlisis funcional de genes en H. seropedicae

Otra ventaja de las bacterias pertenecientes a este género es que son faciles de manipular
genéticamente en el laboratorio empleando herramientas clasicas de biologia molecular, lo cual
facilita la realizacion de estudios de gendmica funcional y fisiologia. Por ejemplo, el uso exitoso de
un minitransposon para la construccion de una libreria de mutantes fue el paso inicial de este
proyecto, permitiendo el desarrollo del mismo. En particular en este trabajo se seleccionaron para
su estudio aquellos mutantes que poseian una relacion directa con los sistemas de adquisicién de
hierro. Sin embargo y en forma tangencial a los objetivos especificos propuestos en esta tesis se
identificaron también otros mutantes con fenotipos interesantes que ciertamente ameritan una
caracterizacidn posterior. Por otra parte, la coleccion de mutantes generada estd almacenada en
glicerol 25% a -80°C, por lo que se encuentra disponible para comenzar nuevos estudios. Como

ejemplo, existe la perspectiva de estudiar los sistemas de adquisicién de citrato férrico en esta
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cepa. Partiendo de dicha libreria se pueden buscar aquellos mutantes que no crezcan en citrato
férrico como fuente nutricional de hierro o aquellos genes que su expresion sea activada por la
presencia del compuesto.

Un problema con el cual nos enfrentamos en este trabajo durante los ensayos de mutagénesis
dirigida de esta cepa, fue la alta ocurrencia de aparicion de mutantes resistentes espontdneos a
antibioticos del tipo aminoglucdsidos, como la kanamicina y la gentamicina. Primeramente la
estrategia de construcciéon de mutantes se habia disefiado en base al vector suicida pK18 mobsac
[166] el cual posee resistencia a kanamicina. Al obtenerse una frecuencia muy elevada de
aparicién de mutantes espontdneos resistentes al antibidtico se decidié cambiar de estrategia y
emplear el vector suicida pWS233 el cual confiere resistencia a tetraciclina lograndose asi obtener
las mutantes deseadas y estableciendo un protocolo efectivo de mutacién para esta cepa. Un
proyecto actual del laboratorio consiste en la implementacion de los vectores pSEVA [178] como
plataforma generalizada para realizar mutagénesis, estudios de regulacién transcripcional y post-
transcripcional, ensayos de complementacion y otros en diferentes bacterias de diversos grupos.
Una de las perspectivas es adaptar estos versatiles plasmidos para estudios funcionales en H.

seropedicae.

La disponibilidad de hierro afecta la fijacién de nitrégeno en H. seropedicae

En este trabajo de tesis se demostré el efecto de la disponibilidad de hierro sobre la actividad y la
expresion de los genes estructurales de la nitrogenasa en H. seropedicae 267. Luego de obtenidos
y publicados estos resultados surgié el interés en profundizar en el estudio de los mecanismos
implicados en dicha regulacién. Basandose en trabajos previos [183] y en la estructura propuesta
de la proteina NifA [55, 68, 141, 213] se planted la siguiente hipdtesis: probablemente NifA posea
un cluster Fe-S coordinado por cuatro cisteinas esenciales para su funcion. Al crecer la bacteria en
medios con baja disponibilidad de hierro se comprometeria la formacién de dicho cluster
provocando una proteina NifA inactiva. Esto podria explicar la total reduccion de la expresion de
los genes estructurales de la nitrogenasa en medios con bajo hierro y la disminucion parcial de Ia
expresion del propio gen nifA de una manera similar a como ocurre en presencia de oxigeno [205].
Para comprobar esta hipdtesis se intentd estudiar in vitro el efecto de quelantes de metales sobre
la actividad de la proteina NifA, mediante ensayos de retardo en gel y de formacién de complejo
abierto (datos no mostrados). Para ello se utilizé una construccidn que sobreexpresa a la proteina
NifA truncada en su extremo N-terminal, ya que no se ha conseguido expresar la proteina en su

forma nativa [131]. Sin embargo se han logrado obtener pequenas cantidades de esta proteina
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truncada de forma soluble al ser expresada en E. coli. A su vez, para obtener la proteina en su
forma activa es necesario trabajar en ausencia de O, dificultando aun mas el trabajo en
condiciones de laboratorio. Luego de realizar varios intentos en la mejora de expresién, en las
etapas de purificacién y ensayos de actividad en condiciones de anaerobiosis no nos fue posible
obtener una fraccion activa de la proteina. Es curioso notar que a pesar de la importancia e interés
de este regulador ningln laboratorio especializado en regulaciéon de la FBN ha publicado trabajos
in vitro empleando las proteinas NifA sensibles al O,, concentrandose los trabajos en la realizacidn
de ensayos in vivo. A pesar del gran interés en dilucidar el mecanismo por el cual la actividad de la
proteina NifA se ve afectada por la falta de hierro, teniendo en cuenta las dificultades
metodolégicas encontradas para responder esta interrogante, se tomé la decisidon entonces de no

continuar con esta linea y enfocarse en la caracterizacién de los sistemas de adquisicion de hierro.

Los sideréforos producidos por H. seropedicae son lipopéptidos fotorreactivos

Siendo la utilizacién de siderdforos la estrategia mas utilizada para la adquisicion de hierro en
bacterias, dada la importancia demostrada de los mecanismos de adquisicion del metal en el
proceso de FBN y tomando en cuenta los antecedentes que sugieren la importancia que tienen
estos sistemas para los enddfitos [114, 177], nos propusimos caracterizar la estructura quimica de
los sideréforos producidos por esta bacteria. De esta manera se identificaron las serobactinas,
moléculas no previamente descritas en otras bacterias. Igualmente, la estructura de las
serobactinas presentan caracteristicas compartidas con otros sideréforos producidos por bacterias
marinas y un numero aun bajo pero creciente de bacterias terrestres [72]: la anfifilicidad y la
fotorreactividad del complejo sideréforo-Fe®". Para el caso de las bacterias marinas, se ha sugerido
qgue la caracteristica de anfifilicidad le otorga a los sideréforos la capacidad de generar un
gradiente de difusion en el ambiente acuoso en que se encuentran, mientras que no es claro si la
fotorreactividad posee algun papel de importancia bioldgica. En el caso de las bacterias terrestres,
se han propuesto dos funciones para la presencia de un acido graso en la estructura: la primera de
ellas sugiere que estas moléculas con propiedades surfactantes ayudarian en el tipo de
movimiento “swarming” de las bacterias [135]. En este trabajo no se logré poner a punto un
medio en el cual H. seropedicae desarrolle un tipo de movimiento “swarming” por lo que esta
hipdtesis no pudo ser demostrada en esta cepa. Sin embargo, no se detectaron propiedades
surfactantes en muestras concentradas de serobactinas, ya que se obtuvo un resultado negativo
en el ensayo de colapso de gota usado habitualmente para demostrar las propiedades

surfactantes de las moléculas (datos no mostrados) [30]. La segunda funcién propuesta para la
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presencia de colas lipidicas en sideréforos proviene del ejemplo de las pioverdinas. La biosintesis
de estos siderdforos comienza en el citoplasma con un precursor, la ferribactina, el cual posee un
acido graso anclado en la membrana, cumpliendo la funcién de restringir y localizar la produccién
de sideréforos, quizas para evitar una libre difusién de las moléculas en el citoplasma y evitar
desbalances en la homeostasis del metal [169].

Las cepas de Herbaspirillum han demostrado tener un estilo de vida enddfito y epifito, por lo que,
de producirse las serobactinas en la superficie de la hoja o dentro del tallo, el complejo Fe**-
serobactina seria alcanzado por la irradiacion solar. De esta manera, la adquisicion de hierro
podria darse a través de FhuA, el receptor de las serobactinas, o mediante sistemas de adquisicion
especificos para el Fe®". Sin embargo, la reduccidn del hierro no pareceria ser una estrategia muy
competitiva frente a otras bacterias, ya que el Fe’* es soluble y por lo tanto altamente disponible
para todas las células presentes. Otra explicacién es que la fotorreactividad no sea una
caracteristica seleccionada evolutivamente si no que lo sean los grupos a-hidroxicarboxilatos,
debido quizas a que son mds efectivos en rangos de pH acidos.

Han sido reportados casos donde los sideréforos cumplen mas funciones biolégicas ademas de la
captacion de hierro, por ejemplo en la captacién de otros metales o en la tolerancia a metales
pesados [108, 171]. Asimismo, se ha demostrado la funcidn de los sideréforos como sefales que
alteran la expresidon génica y el desarrollo morfolégico de especies competidoras [194]. Seria
interesante estudiar la capacidad de las serobactinas en la adquisicién de otros metales, por
ejemplo el molibdeno, esencial para la FBN.

Las NRP-Sintetasas son foco de intensas investigaciones realizadas por diferentes laboratorios,
debido sobre todo a que son responsables de la biosintesis de compuestos de interés médico e
industrial. Mas aun, su légica de biosintesis ha impulsado investigaciones dénde se manipulan las
secuencias u érdenes en los médulos de las lineas de ensamblado de NRPs con el fin de disefar
nuevas moléculas de actividades diferentes o reforzadas [3, 150]. Conociendo Unicamente la
secuencia aminoacidica de una NRP-Sintetasa se pueden predecir los sustratos que forman parte
de la molécula producida, las modificaciones que pueden tener dichos residuos, la configuracion
estereoquimica de los mismos, y segun la naturaleza de los residuos que la componen, su funcidn
biolégica. Debido a su dependencia en las bases de datos existentes, todos los programas de
prediccidon se vuelven mas robustos con los trabajos que caractericen estructuralmente los
productos sintetizados por NRP-Sintetasas desconocidas. Ademas de realizar este aporte a las

bases de datos, en este trabajo se demostré que el ultimo dominio C de la NRP-Sintetasa de H.
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seropedicae, correspondiente al subtipo °C, segun la prediccién filogenética, no actuaria como tal,
quizas debido a la ausencia de un dominio de epimerizacién asociado al mismo.

Genes homologos a Hsero_2339, Hsero_2340 y Hsero_2341 estdn casi siempre presentes y muy
cercanos a NRP-Sintetasas responsables de la biosintesis de compuestos con diferentes
actividades. Por otro lado, la produccion de sideréforos es muy sencilla de evidenciar en medio
CAS. Basados en estas dos caracteristicas, Charlop-Powers y colaboradores [48] disefiaron una
estrategia para enriquecer bibliotecas metagendmicas en clones que contengan NRP-Sintetasas de
muestras ambientales. Dicha estrategia consistié en mutar los homdlogos al gen Hsero_2340 en E.
coliy P. aeruginosa. Dichas mutantes, incapaces de crecer en un medio limitado en hierro y que no
producen un halo caracteristico en medio CAS, fueron utilizadas como hospedadores para una
biblioteca metagendmica, seleccionando aquellos clones que revirtieran el fenotipo de
crecimiento o el fenotipo en CAS. De esta manera, cuando se empled la cepa de E. coli como
hospedadora, el 46 % de los clones de la biblioteca poseian genes homdlogos a NRP-Sintetasas,
cuando se empled P. aeruginosa se obtuvo un 12 % de clones portadores de NRP-Sintetasas,
mientras que por el método clasico sélo el 1 % de los clones obtenidos poseia un gen de este tipo.
Podrian entonces utilizarse mutantes de H. seropedicae en algunos de estos tres genes como
hospedadores de bibliotecas metagendmicas enfocadas a la busqueda de nuevas NRP-Sintetasas.
Para ello deberian desarrollarse vectores del tipo de los fésmidos o césmidos capaces de replicarse
en H. seropedicae. Por lo general, las regiones gendmicas responsables en la biosintesis de NRPS
son muy grandes, y por lo tanto muy dificiles de pescar enteras en una biblioteca de fosmidos o
cosmidos. Igualmente, se estdn desarrollando técnicas que permitirian re-pescar las secuencias
presentes en el ADN gendmico o metagendmico para clonarlo en su totalidad en vectores con

mayor capacidad de carga [101].

El transporte y la transduccién de sefal de las serobactinas son realizadas por proteinas diferentes
En este trabajo se demostrd que el gen Hsero 2345, anotado como fhuA, es el responsable del
transporte de las serobactinas, mientras que el gen Hsero_2337, anotado como cirA, estaria poco
expresado y cumpliria con la funcién de transduccidon de sefales. Los genomas secuenciados de
tres cepas fitopatdgenas de P. syringae presentan también duplicado el gen fpvA que codifica para
el receptor de las pioverdinas, y al igual que en H. seropedicae, uno de ellos es transductor TonB-
dependiente y el otro no, pero ambos genes son contiguos y no separados en distintos operones

como en esta cepa [41, 208].
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¢Cuadl es la razén o ventaja de poseer este sistema modulado de transporte y regulacion? Una
primera hipdtesis es considerar a CirA como una proteina centinela que despertaria la biosintesis
de serobactinas ante la posibilidad de enfrentar condiciones limitantes en hierro. Los diferentes
nichos ecolégicos donde sobrevive H. seropedicae o cualquier endéfito, e. g., el suelo inundado o
no, la rizésfera, los tejidos internos de las plantas, el aerénquima en el caso del arroz, los tejidos
vasculares, la superficie de las hojas, presentan gran variabilidad en la disponibilidad de hierro y
competencia por el metal y por lo tanto, las bacterias deben ajustar la homeostasis de hierro
mediante diferentes adaptaciones metabdlicas. Ademas, el estilo de vida enddfito pareceria ser un
poco mas errante que el de por ejemplo los endosimbiontes de leguminosas. Estos Ultimos estan
adaptados para colonizar un huésped especifico en un dérgano especifico, el nddulo, el cual
colonizan y se desarrollan hasta la senescencia del mismo para luego reiniciar un ciclo de
infeccion. Los enddfitos parecerian dispersarse constantemente entre raices, tallos, hojas,
semillas, suelo, rizdsfera sin establecerse definitivamente por mucho tiempo en algunos de esos
sitios. En este contexto dindmico, y en un ambiente rico en hierro, H. seropedicae mantendria un
nivel basal y equivalente de produccién de CirA y de Pfrl, el cual se mantendria inactivo. La
aparicién en dicho ambiente de Fe**-serobactina seria una sefial de que, espacial o
temporalmente, la disponibilidad de hierro se vera reducida. De esta manera, Pfrl unido a CirA se
activaria y comenzaria en bajo numero, la expresion de los genes de biosintesis de las
serobactinas, dejando a la célula en un estado de alerta, en el cual la respuesta total frente a una
disminuciéon en la disponibilidad del metal, es decir la expresién mdaxima de los genes de
biosintesis, sea mas rapida.

Una segunda hipodtesis es considerar al sistema CirA-Pfrl como un mecanismo de balance entre la
adquisicion de hierro y el gasto energético. En medios con baja disponibilidad de hierro se
activaria la produccidn del receptor FhuA y de Pfrl, y mediante este factor ECF, la de los genes de
biosintesis de serobactinas. Igualmente la produccién de sideréforos no alcanzaria su maximo,
debido a que las moléculas de Pfrl se encuentran unidas a CirA. Unicamente cuando la célula
detecta a través de CirA, la presencia de Fe*"-serobactina, o sea cuando la estrategia de
produccién de serobactinas es efectiva, la biosintesis de los sideréforos alcanzaria su maximo.

La accién de CirA como transductor de senales y de Pfrl como factor ECF todavia no estd
completamente demostrada. Para fortalecer el modelo propuesto seria necesario realizar ensayos
de expresién de los genes probablemente regulados por Pfrl en el contexto de la cepa salvaje y de
la mutante, y en presencia o ausencia de Fe*"-serobactina. El fenotipo de la mutante Z67-AcirA

también debe ser confirmado mediante ensayos de expresion de los mismos genes. Para realizar
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estos experimentos se intentard utilizar aquellos plasmidos de la coleccién pSEVA anteriormente
nombrada, disefiados especialmente para estudios de expresidn transcripcional, o (aunque mas

costosos) realizar ensayos de PCR cuantitativo.

Propuestas y perspectivas

En esta tesis se identificaron nuevas moléculas con actividad de sideréforos las cuales se
denominaron serobactinas. Asimismo, se caracterizé funcionalmente la enzima responsable de su
biosintesis, su transportador, un posible transductor y un factor ECF que activa la transcripcion de
los genes de sintesis. Estas cuatro proteinas son los productos de los genes Hsero 2343, fhuA, cirA
y pfrl. Demostrada su funcidn y posiblemente su nula o poca participacién en otros sistemas de
adquisicion de hierro diferentes que el mediado por serobactinas, se propone re-anotar estos
genes respectivamente como srbl (NRP-Sintetasa), srbA (receptor), srbT (transductor) y srbS
(factor ECF).

Una vez claramente identificado el sistema de adquisicién por hierro mediado por sideréforos en
este enddfito, la perspectiva inmediata que surge es evaluar la importancia que las serobactinas
puedan tener en los mecanismos de colonizacidn, sobrevivencia o competencia de H. seropedicae
en el interior de las plantas hospederas. Para lograr este objetivo se prevé usar los diferentes
mutantes construidos en este trabajo y utilizar cepas marcadas con proteinas fluorescentes para

realizar estudios de microscopia de plantas infectadas.
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ANEXOS

Anexo I: Medio CAS

Preparacion para 10-15 placas de Petri:

Solucion salina 25 ml
H,0 ultrapura 187 ml
PIPES(en la forma de acido) 7,56 gr
NaOH 50% (p/v) Volumen necesario hasta ajustar el pH a 6.7 (aprox. 2 ml)
Extracto de levadura 5 % (p/v) desferrado con Chelex 5ml
MgCl, 1M 0,25 ml
CaCl, 0,1M 0,25 ml
Agar 3,75 gr

Esterilizar por autoclave

Luego de autoclavado, agregar soluciones estériles de:

glucosa 20% 2,5ml
biotina 0,01% 1,25 ml
glutamato 10% 1,25 ml

La mezcla de la solucién 1y Il (Fe**-CAS-HDTMA)

Solucién Fe*"-CAS-HDTMA
Solucion I: 15,12 mg CAS en 12,5 ml H,0. Agregar 0,25 ml de una solucion de FeCl; (135
mg FeCls.6H,0 en 50 ml H,0, HCI 0,01 M)
Solucién 11: 18,22 mg HDTMA en 10 ml H,0.Disolver en microondas unos segundos a baja

potencia.

Agregar lentamente y en agitacién la solucién | a la Il. — Autoclavar (La temperatura no

debe exceder los 1212C)
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Soluciones

1

. NaOH 50% (p/p): 25 g de NaOH en 40 ml H,0
2-. MgCl, 1M: 4,76 g en 50 ml H,0
3-. CaCl, 0,1M: 0,55 g en 50 ml H,0

4-. Solucidn salina:

KH,PO,0,3 g
NaCl0,5¢g
NH,Cl1 g

H,O c.s.p. 100 ml

Anexo Il: Programas de ciclado

FHUAsense-FHUAanti

1-.5min 95°C
2-.30s 95°C
3-.30s 60 °C
4-.2min30s 72°C

30ciclosde2 a4
5-.5 min 72 °C

CIRAsense-CIRAanti

1-. 5 min 95°C
2-.30s 95°C
3-. 1 min 57 °C
4-.2min30s 72°C

30ciclosde 2 a4
5-. 5 min 72 °C

InvCIRAsense-InvCIRAanti
1-. 5 min 95 °C
2-.30s 95 °C
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3-.30s 55°C
4-.4min30s 72°C
30ciclosde2a4

5-.5 min 72°C

PFRIsense-PFRIanti

1-. 5 min 95°C
2-.30s 95°C
3-. 1 min 60 °C
4-.2 min 72°C

30ciclosde 2 a4
5-. 5 min 72°C

2348sense-2348anti

1-.5min 95°C
2-.30s 95°C
3-.30s 59°C
4-.2min30s 72°C

30 ciclosde2a4
5-. 5 min 72°C

2348sense-M13rev

1-.5min 95°C
2-.30s 95°C
3-.30s 59°C
4-.2min30s 72°C

30ciclosde 2 a4
5-.5 min 72°C

M13 rev-2348anti

1-. 5 min 95°C
2-.30s 95°C
3-.30s 59°C
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4-,2 min30s 72°C
30 ciclosde2 a4
5-. 5 min 72°C

Anexo lll: Mapas de los plasmidos utilizados
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