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Departamento de Microbiologia de la Universidad de
Sevilla las interacciones beneficiosas entre microor-
ganismos del suelo y plantas de interés agricola. Estos
estudios se han centrado sobre todo en la simbiosis entre
rizobios y leguminosas. Como consecuencia de esta simbio-
sis se forman unas estructuras, denominadas nddulos, en
las raices de la planta donde las bacterias fijan nitrégeno
atmosférico (fendmeno cominmente denominado como
fijacion biologica del nitrégeno).
Actualmente existen diversas lineas de investigacion
en nuestro Departamento: a) la comunicacién dependien-

D esde hace mas de 30 afios se vienen estudiando en el

te de quorum sensing en la interaccion beneficiosa plan-
ta-bacteria y la diversidad de los rizobios de ambientes
sometidos a estrés para su aplicacion en la recuperacion o
mejora de areas para cultivos agricolas, b) estudios gen6-
micos y transcriptomicos de Sinorhizobium fredii HH103,
c) estudios gendmicos y trancriptémicos de Rhizobium
tropici CIAT899, d) estudio del papel de los polisacaridos
de superficie de S. fredii HH103 en la simbiosis con la
soja, con la planta modelo Lotus japonicus y con L. burtii
y e) estudio del papel del sistema de secrecion de tipo 3
en la simbiosis entre S. fredii HH103 y diversas legumi-
nosas hospedadoras.
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Los investigadores asociados a estas lineas de inves-
tigacion son Maria del Rosario Espuny, Ramén Bellogin,
Maria Teresa Cubo, Francisco Javier Lopez-Baena, Francisco
Javier Ollero, Francisco Pérez-Montafio, Ana Maria Buendia-
Claveria, José Enrique Ruiz-Sainz y José Maria Vinardell,
los investigadores posdoctorales Juan Carlos Crespo-Rivas
e Irene Jiménez-Guerrero, los investigadores en periodo de
formacién Cynthia Alias-Villegas, Pablo del Cerro, Sebastian
Acosta-Jurado y Pilar Navarro-Goémez, la gestora de pro-
yectos Lorena Gonzalez y las técnicos de laboratorio Nuria
Madinabeitia y Rocio Gutiérrez.

La linea de investigacion liderada por la Dra. Espuny
se centra, por un lado, en el estudio de los sistemas de
comunicacion entre bacterias y entre bacterias y plan-
tas y, por otro lado, en el estudio de la biodiversidad de
rizobios asociados a leguminosas sometidas a estrés. Uno
de los mecanismos de comunicacién entre las bacterias
rizosféricas y de éstas con las plantas es el que emplea
pequefias moléculas extracelulares difusibles que, una vez
llegan a una concentracion extracelular umbral, son perci-
bidas intracelularmente actuando como reguladores de la
transcripcion. Este fendmeno, conocido como percepcion
del quérum o quorum sensing, permite regular activida-
des transcendentales para el correcto establecimiento de
procesos que necesitan un ndmero minimo de individuos.
De esta forma se regulan procesos fundamentales durante
la colonizacién y la infeccién, como son la produccion de
polisacaridos extracelulares, la formacion de biopeliculas
o la transferencia de plasmidos. En nuestro Departamen-
to se estudia la naturaleza de las sefales producidas por
algunas estirpes de Rhizobium y Sinorhizobium, asi como
la influencia de los flavonoides inductores de los genes de
nodulacién sobre la expresion de los genes de sintesis y la
produccion de esas sefiales (Pérez-Montafio et al., 2011).
Ademas, hemos detectado la presencia en los exudados de
semilla y de raiz de plantas de judia y de arroz de unas
moléculas de naturaleza ain desconocida que imitan a las
acil-homoserina lactonas o AHL (AHL-mimics), uno de los
tipos de moléculas implicadas en el QS mas extendidas
entre las bacterias Gram negativas. Se ha comprobado que
estas AHL-mimics tienen un efecto directo sobre la capa-
cidad de desarrollo de biopeliculas por bacterias simbioti-
cas de leguminosas y por otras que pueden ser percibidas
como presuntas patégenas por el arroz (Pérez-Montafio et
al., 2013). Por otro lado, la necesidad de aumentar la pro-
ductividad de los cultivos agricolas en suelos sometidos a
factores adversos como la salinidad, la acidez o la presencia
de metales pesados ha propiciado el estudio de los rizobios
que establecen una simbiosis efectiva con leguminosas pro-
pias de esos ambientes. Se ha determinado que la lequmi-
nosa Medicago marina, que crece sobre las dunas de playas
y en zonas de marismas del sur de Espafia, establece sim-
biosis con bacterias de la especie Ensifer (Sinorhizobium)
meliloti y, menos frecuentemente, con E. medicae. Ademas,
se ha comprobado que estos simbiontes son tolerantes a
concentraciones relativamente altas de NaCl, a altas tem-
peraturas y a ciertos metales pesados como el Cu, Zn, Cd
y Ni (Alias-Villegas et al., 2015). Algunos de estos aisla-
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mientos se han seleccionado para estudiar la presencia de
genes que codifiquen sistemas de eliminacién de metales
pesados del interior celular. El objetivo seria el de disponer
de una coleccién de rizobios con capacidad de establecer
relaciones simbioticas efectivas en condiciones adversas
con leguminosas de interés agricola para la recuperacion
de suelos de cultivo o mejorar su productividad.

La linea de investigacion liderada por el Dr. Vinardell se
centra en estudios gendmicos y transcriptomicos enfocados
en la simbiosis entre S. fredii HH103 y la soja. S. fredii
posee un rango de nodulacién extremadamente amplio (mas
de 100 géneros de leguminosas) que incluye tanto plantas
formadoras de nddulos determinados, como la soja, como
formadoras de nddulos indeterminados, como Glycyrrhiza
uralensis (Margaret et al., 2011). Las tres estirpes mas
estudiadas de S. fredii son NGR234, USDA257 y HH103. De
todas ellas existe informacién genémica, y muy reciente-
mente hemos publicado la anotacion manual del genomio
de HH103, compuesto por 7 replicones diferentes (Vinardell
et al. 2015). Una interesante diferencia entre estas tres
estirpes es su diferente fenotipo simbidtico con la soja,
una de las plantas mas importantes a nivel agrondémico
mundial: NGR234 es Fix-, USDA257 solo es Fix* con sojas
salvajes y variedades asiaticas, mientras que HH103 es Fix+
tanto con variedades asiaticas como americanas (mejora-
das) de esta leguminosa.

Recientes estudios transcriptdmicos (RNA-seq y gPCR)
han puesto de manifiesto que alrededor de 100 genes de S.
fredii HH103 estan requlados por flavonoides. Estos genes
pueden englobarse en tres grandes grupos: aquellos que
dependen de una caja de nodulacion, aquellos que depen-
den de un promotor tts, y aquellos que carecen de dichas
secuencias promotoras. Muchos de estos genes alin no han
sido caracterizados en ningln rizobio. En la actualidad
estamos analizando el papel de diversos elementos regu-
ladores (nodD1, nodD2, nolR, ttsI, syrM) en la expresion de
dichos genes. Asimismo estamos interesados en caracterizar
el posible papel simbidtico de aquellos genes que hasta la
fecha no han sido estudiados en los rizobios.

La linea de investigacion liderada por el Dr. Ollero se
centra también en el analisis del genoma y el transcriptoma
de otro rizobio, R. tropici CIAT899. CIAT899 es una estirpe
peculiar ya que su plasmido simbiético contiene 5 copias
del gen regulador nodD y 3 copias del gen nodA (Ormefio-
Orillo et al., 2012). Ademas, es capaz de sintetizar factores
de nodulacién en respuesta a flavonoides y también en
presencia de sal, siendo esta induccién con sal indepen-
diente del gen regulador nodD1, que si es el responsable
de la induccion de los factores de nodulacion en presencia
de flavonoides. En estudios previos (del Cerro et al., 2015)
se ha demostrado que la mutacion en el gen regulador
nodD1 que activa la caja de nodulacién adyacente al operon
nodA1BCSUITHPQ no impide que la bacteria forme nédulos
fijadores de nitrogeno en judia, si bien se induce un menor
namero de nédulos en esta planta. En cambio, este mutan-
te deja de nodular otras leguminosas hospedadoras como
Leucaena leucocephala o Macroptilium atropurpureum. La
mutacién en el gen nodD2 disminuye el ndmero de nédulos
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en judia, pero no afecta a la nodulacion en L. leucocephala
y M. atropurpureum. Se han obtenido mutantes en los otros
genes nodD y los estudios realizados indican que el gen
nodD4 parece ser un inhibidor, ya que su mutacién hace
que la bacteria sintetice una mayor cantidad de factores
de nodulacion (del Cerro et al., 2015).

Se han llevado a cabo estudios transcriptomicos de
CIAT899 en respuesta al flavonoide apigenina y al estrés
salino que indican claramente que los genes de nodulacion
se transcriben a niveles similares en estas dos condicio-
nes de cultivo. En estos estudios se han encontrado genes
de funcion desconocida que estan regulados por una caja
de nodulacién y cuya funcion en el proceso simbidtico se
analizara en estudios posteriores.

En la actualidad se esta estudiado el papel que juegan
los tres genes nodA presentes en el plasmido simbiético y
se esta estudiando qué gen es el responsable de la induc-
cion de los factores de nodulacion en presencia de 300 mM
de NaCl.

Los trabajos de investigacion liderados por el Dr. Ruiz-
Sainz se centran en el estudio del efecto de diversas muta-
ciones en genes involucrados en la produccion de poli-
sacaridos superficiales y factores de nodulacion sobre las
propiedades simbioticas de S. fredii HH103 con L. japonicus
y L. burtii. También se esta estudiando la capacidad simbi6-
tica de S. fredii HH103 con una coleccion de sojas salvajes,
ancestros de las sojas usadas en la agricultura moderna.

Finalmente, la linea de investigacion liderada por el Dr.
Lopez-Baena se centra en el estudio del papel del sistema
de secrecion de tipo 3 (T3SS) de S. fredii HH103 en la
simbiosis con diversas leguminosas hospedadoras. EL T3SS
es un sistema de secrecion de proteinas muy especializado
utilizado para secretar proteinas, denominadas efectores (o
proteinas Nop en el caso de los rizobios), directamente al
interior de la célula hospedadora, donde realizan su fun-
cion. Estos efectores suprimen las respuestas de defensa
de la planta para promover la infeccion y asi asegurar la
supervivencia de la bacteria dentro del hospedador.

Mediante diversas técnicas (espectrometria de masas,
inmunodeteccion y RNA-seq), se ha determinado por pri-
mera vez en un rizobio el conjunto de efectores secretados
a través del T3SS. Si bien algunos de estos efectores son
similares a efectores presentes en fitopatdgenos, otros son
especificos de rizobios. Solo algunos de estos efectores
han sido caracterizados bioquimicamente y sus dianas en
la célula vegetal y su papel en la simbiosis son aln des-
conocidos. Nuestro grupo de investigacién ha demostrado
que el T3SS de HH103 esta implicado en la supresion de las
respuestas de defensa para asegurar una correcta nodula-
cion de las plantas de soja (Jiménez-Guerrero et al., 2015).
Actualmente estamos caracterizando todos los efectores de

HH103 e intentando determinar su funcién en la simbiosis,
centrandonos sobre todo en aquellos efectores que carecen
de homoélogos en patdgenos de animales o plantas.
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