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Nuestro grupo de “Estructura, Dinamica y
Funcion de Genomas de Rizobacterias” tiene
como objetivo obtener conocimientos basicos y
aplicados sobre las interacciones beneficiosas
entre plantas y microorganismos de interés en
sistemas agricolas y forestales (

). El grupo se
constituye a finales de los afios 90 como
una deriva de las lineas dentro del Depar-
tamento de Microbiologia del Suelo y Sis-
temas Simbidticos en nuestro centro —La
Estacion Experimental del Zaidin— basadas
en el estudio de la simbiosis Rhizobium-le-
guminosa. El grupo esta constituido por cua-
tro investigadores en plantilla: Nicolas Toro,
Francisco Martinez-Abarca, Manuel Fernan-
dez Lopez y Jose I. Jiménez Zurdo. Cuenta
en la actualidad con un total de 14 miembros
entre personal técnico, estudiantes de Mas-

ter y Predoctorales asi como personal Post-
doctoral. Focaliza sus lineas de investigacion
en la ecologia de microorganismos rizosfé-
ricos y la utilizacion de éstos en la recupe-
racion de suelos degradados, en el andlisis
gendmico de comunidades microbianas del
suelo, la caracterizacion de nuevos ARNs
reguladores en microorganismos simbidticos
y por ultimo en la contribucion al desarrollo
de gendmica funcional de microorganismos
y plantas mediante el uso de herramientas de
mutagénesis de alto rendimiento. Esta Ultima
linea de Investigacion (@ToroLaboratory) se
desarrollé partiendo de unos descubrimien-
tos llevados a cabo en los inicios sobre un
aislado particular, GR4, de la bacteria Sinor-
hizobium meliloti.

Durante la década de los afios 80, el estu-
dio de los determinantes genéticos causan-
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tes de una mayor eficiencia en la nodulacion
de plantas nos llevd a una zona concreta de
40 kb contenida en uno de los dos plasmidos
cripticos presentes en este aislado (pRme-
GR4b). Este punto es el comienzo de la pri-
mera deriva clave en la investigacion dentro
del grupo que nos llevd a interesarnos en un
elemento mavil presente en esta region que
ha dado lugar al desarrollo de toda una tec-
nologia de mutagenesis a la carta derivada de
lo que apenas se conocia en aguel momento
(finales de los 90) como los intrones del gru-
po II. En esta region se encontré un locus de
1894 nt conteniendo el primer retroelemento
activo en rizobacterias: Rmint1 (Rm de Rhizo-
bium meliloti, Int1, el primer Intron). Los intro-
nes del grupo Il son grandes ribozimas que se
comportan como elementos moviles que
sufren “splicing” mediante un mecanismo
que recuerda a los intrones eucarioticos. Su
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Fig. 1. Arbol filogenético que representa la diversidad procariota de las Reverso
Transcriptasas (RTs) identificadas hasta la fecha. Se destacan mediante puntos
aquellas que se encuentran estrechamente relacionadas a sistemas CRISPR-Cas.

(Modificado de Toro et al. 2019, RNA Biol.).

movilidad estd mediada por la formacion de
un complejo ribonucleoproteina constituido
por la proteina codificada por el propio intron
y el RNA escindido. EI DNA diana hacia donde
se dirige es reconocido principalmente por
el RNA que puede programarse de manera
eficiente hacia cualquier DNA diana a la carta.

El trabajo de sucesivos afios con este ele-
mento sento las bases de nuevas variedades
de intrones con los que desarrollar la tecno-
logia del targetrén dando lugar a varios pro-
yectos de investigacion, asi como a distintas
colaboraciones internacionales. Una actividad
relevante presente en este retroelemento y
necesaria para su actividad como herramien-
ta mutagénica es la actividad Reverso Trans-
criptasa (RT). La presencia y el éxito de este
retroelemento en S. meliloti, nos ha hecho
preguntarnos si su presencia en un momento
determinado podria haber supuesto ventajas
evolutivas a los microorganismos que lo con-
tienen. Asi, nuevos elementos relacionados,
fragmentos de elementos antiguos insertados
en zonas criticas conservadas en 10s geno-
mas de rhizobios relacionados han aparecido
en nuevos genomas secuenciados. A ello se
ha unido ademas el esfuerzo y conocimiento
del genoma completo de GR4, la bacteria de
partida y que gracias a nuestro conocimiento
sobre este elemento repetido nos permitio
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cerrarlo de manera pre-
cisa, asi como abordar
la secuenciacion de
nuevas variantes que
nos ha permitido cono-
cer los tiempos de evo-
lucién de esta bacteria
y Su asociacion muy
probable al cultivo del
que dependen (en este
caso la afalfa).

La nueva Microbio-

~— logia, nos ha cambiado

la manera de hacer-

Reotronireoertike nos preguntas sobre
el papel de intrones y
'CRISPR-Cas RTse otros elementos evolu-

tivamente relacionados
con ellos en los hospe-
dadores que lo contie-
nen. Asi yendo un paso
mas, nos ha interesado
especialmente enten-
der el origen de la RT
presente en este tipo de retroelementos, para
lo que desde 2014, llevamos interesados en
conocer las relaciones filogenéticas de los
distintos tipos de reversos transcriptasas
presentes en el mundo procariota. Ya desde
ese afo, observamos un subgrupo particu-
lar estrechamente relacionado con las que
se encontraban presentes en los Intrones
del grupo Il que parecian haber cambiado
completamente de sistema funcional. Estas
reverso-transcriptasas se encontraban for-
mando parte de locus CRISPR, en concreto
asociados fundamentalmente a genes del
complejo adaptativo, y en algunos casos for-
mando una proteina de fusion (RT-Cas1). Los
sistemas CRISPR-Cas constituyen un sistema
de defensa “inmune” de las bacterias frente
a virus y DNA exogeno. En la ultima fase del
proceso, interviene una ribonucleoproteina
(la conocida como cas9) capaz de recono-
cer “in vivo” una secuencia diana mediante
un RNA guia y digerirlo de manera rapida,
eficiente y precisa. Esta propiedad ha dado
lugar a la denominada ‘Tecnologia CRISPR’
para la ediciéon gendmica a la carta. Una
nueva pregunta surge en nuestro grupo
de investigacion: ¢Cual es el papel de las
reversotranscriptasas en los sistemas CRIS-
PR-Cas? ¢A qué sistemas estan asociadas?,
¢Qué tipo de co-evolucion parecen haber
tenido con respecto al sistema CRISPR-Cas

SEMaloro

al que se asocian? Nosotros y otros grupos
hemos encontrado nuevas variedades de
RTs estrechamente relacionadas con algu-
nos sistemas CRISPR-Cas. En un trabajo
reciente hemos estudiado un nuevo sistema
RT-CRISPR-Cas funcional. En nuestro trabajo
hemos demostrado el papel esencial de la
actividad retrotranscriptasa en el proceso de
adquisicion de espaciadores. Proceso que
a su vez carece de sesgos en la secuencia
descritos previamente en otros sistemas. El
estudio proporciona nuevas herramientas
con potencial diferencial para el desarrollo
de nuevas herramientas biotecnoldgicas.
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