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El sistema de secrecion de tipo VI (T6SS)
es una nanomaquina contractil relacio-
nada estructuralmente con los fagos e
involucrada principalmente en la compe-
tencia inter-bacteriana. Un componente
elemental de este sistema, la proteina
TssA, es indispensable para el ensamblaje
de la vaina, cuya contraccién impulsa las
proteinas efectoras al interior de las célu-
las dianas. A pesar de su funcion clave, las
proteinas TssA exhiben una diversidad
inesperaday existen en dos formas princi-
pales, una forma corta (TssA,) y una forma
larga (TssA,). Mientras las proteinas TssA
interactlan con la proteina TagA para
anclar el extremo distal de la vaina exten-
dida, el mecanismo de estabilizacién de
los T6SS que contienen TssA, sigue siendo
desconocido. En este estudio hemos des-
cubierto una nueva clase de componentes
estructurales (proteinas TagB y Tag)) que
interactlan con proteinas TssA cortas y
contribuyen al ensamblaje del T6SS esta-
bilizando la vaina polimerizada desde la
placa base. Ademas, hemos demostrado
que la presencia de estos componentes
es importante para la extensién completa
de la vaina y para mantener una capaci-
dad de disparo 6ptima. Asimismo, vemos
que la asociacién de las distintas formas
de proteinas TssA con una clase diferente
de proteinas estabilizadoras de la vaina
resulta en T6SSs que bien residen en la
célula durante algun tiempo (TssA -TagA)
o disparan inmediatamente después de la
extension de la vaina (TssA-TagB). Nues-
tra propuesta es que esta diversidad en
la dindmica de tiro podria contribuir a la
especializacion del T6SS para adaptarse a
diferentes estilos de vida bacterianos en
diversos nichos ambientales.

En la figura se muestra como la proteina TagB1 estabiliza la vaina del T6SS desde la placa
base, lo que permite una eficiencia optima de disparo. (A) P. putida TagB1 interactua con las
proteinas de la placa base, pero no con los componentes del complejo de membrana ni la vaina
(ensayo de doble hibrido). (B) TagB1 se localiza en la placa base. La flecha blanca indica la direccién
de extension de la vaina. Los paneles son imdgenes seleccionadas de un video de microscopia de
fluorescencia de P. putida que expresa TagB1-sfGFP y TssB1-mscarlet-I. (C) El mutante tagB1 de P.
putida muestra una secrecién notablemente reducida de Hcp1. Para estudiar la presencia de Hcp1 en el
sobrenadante del cultivo se evalud la cepa silvestre y los mutantes isogénicos tssAT y tagB1; el mutante
hcp1 se utilizé como control negativo para la deteccion de Hep1. La subunidad B de la ARN polimerasa
de E. coli se utilizé6 como control de carga y lisis bacteriana. (D y E) Los ensayos de competicion entre
cepas de P. putida y E. coli o un conjunto de fitopatégenos muestran una disminucién del indice de
competicién del mutante tagB1 en comparacién con la cepa de silvestre.
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Lactococcus lactis es una bacteria del aci-
do lactico cuyo empleo como cultivo inicia-
dor para la produccién de quesos y otros
productos lacteos fermentados esta muy
extendido. Asi pues, factores que afectan a
su crecimiento van a influir en el producto
final. Uno de los problemas més frecuen-
tes deriva de la presencia de profagos en
las cepas utilizadas como fermentos, ya
que la activacién de su ciclo litico termina
con la lisis del hospedador, poniendo en
peligro la integridad del proceso fermen-
tativo.

Recientemente, nuestro grupo ha
publicado un trabajo que demuestra
como los profagos que coexisten en una
célula poli-lisogenica cooperan entre si
para lograr una lisis efectiva del hospeda-
dor que permita liberar la progenie viral.

En este estudio, analizamos dos cepas
isogénicas de L. lactis que difieren en su
contenido en profagos y presentan distinta
respuesta a la induccién del ciclo litico con
mitomicina C: células que solo albergan el
fago TP712, que a pesar de formar virio-
nes infectivos es incapaz de provocar lisis
del cultivo, y un doble liségeno que con-
tiene ademas el profago CAP, y que lisa
tras ser sometido al mismo tratamiento
de induccién. Diseflamos un ensayo en el
que expresamos los genes liticos del fago
CAP en el lisbgeno de TP712, y como resul-
tado obtuvimos lisis parcial del cultivo. Sin
embargo, la lisis era completa cuando la
expresion se realizaba conjuntamente con
la induccién del profago TP712. Pudimos
asi comprobar que las funciones liticas de
ambos fagos son necesarias para una lisis
eficiente de la bacteria hospedadora.

La grdfica muestra el perfil de crecimiento de las cepas de L. lactis utilizadas tras la induccién del ciclo
Iitico de los profagos con mitomicina Cy en cultivos sin inducir control. En las fotos se aprecia el efecto
que dicha induccion tiene sobre la integridad de la célula en cada cultivo.

Analizamos a continuacién la partici-
pacién de las proteinas liticas de TP712
mediante la delecion del gen de la endoli-
sina o la holina de TP712 en el doble lisé-
geno. Unicamente en ausencia de la
holina detectamos una lisis menos eficien-
te, indicando que la endolisina de TP712
no participa en la lisis del hospedador. La
participacién de la holina de TP712 con-
cuerda con el hecho de que la activacién
de la endolisina del fago CAP depende de
que ocurra previamente una despolariza-
cién de la membrana plasmatica.

Nuestro estudio pone de manifiesto que
la poli-lisogenia en cultivos iniciadores es
un factor importante a tener en cuenta, ya
que puede incrementar el riesgo de fer-
mentaciones fallidas en procesos indus-
triales.
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Para sobrevivir en su entorno natural
los microorganismos deben ser capaces
de interpretar y adaptarse a las condicio-
nes cambiantes del medio. Para ello, estan
equipados con una extensa bateria de sis-
temas de transduccion de sefial capaces de
percibir una gran diversidad de estimulos.
Entre dichos sistemas destacan las deno-
minadas rutas de quimiopercepcién. En
estas rutas, la cascada de sefializacion se
inicia mediante la unién de un compuesto
‘sefial’ dado al dominio de unién a ligando
(LBD) de un determinado quimiorreceptor
(CR) lo que controla, en Ultimo término, el
movimiento de la bacteria, entre otros
procesos. Aunque se sabe que ciertos CRs
juegan un papel clave en las interacciones
entre la planta y su microbiota, tales como
los procesos de colonizacion o infeccién
bacteriana, se desconocen aspectos como
su especificidad filogenética y ecolégica.

Usando un nuevo método de agrupaciéon
(clustering) por homologia, en este trabajo
se han analizado, atendiendo a sus LBDs,
82.277 secuencias de CRs de 11.806 espe-
cies microbianas representativas de toda la
filogenia procariota. Esta aproximacién ha
permitido elaborar un catalogo exhaustivo
de los distintos tipos de CRs clasificados en
funcién de su LBD, en el que se incluye un
gran ndmero de nuevos tipos potenciales
de LBDs. Mediante analisis filogenémicos
se han identificado, ademas, cientos de
LBDs localizados de manera predominante
en bacterias asociadas a plantas y cuya dis-
tribucién taxonémica no se puede explicar
tomando Unicamente como base las rela-
ciones filogenéticas. De hecho, esta investi-
gacion demuestra que el perfil de LBDs de
una bacteria dada se puede relacionar con
la especializacion de su estilo de vida, sien-

Deteccidn de sefial filogenética en los clusters de LBDs asociados a plantas y ejemplo de representacion
mediante un drbol filogenético de uno de estos clusters, incluida la prediccién de dominios para los CRs

que forman parte del mismo.

do las bacterias simbiontes de plantas y las
fitopatégenas las que presentan un mayor
numero de LBDs especificos de nicho. Los
resultados obtenidos no solo permiten
identificar nuevos CRs potencialmente
relevantes en la interaccién planta-bacte-
ria sino que, ademas, abren nuevas opor-
tunidades de investigacion en el campo
de la transduccion de sefiales, tales como
analizar si tiene lugar un escenario similar
en CRs de bacterias con estilos de vida
distintos al de asociacién a planta como,
por ejemplo, en las que forman parte de la
microbiota intestinal.

Este estudio ha sido realizado por inves-
tigadores del Centro de Biotecnologia y
Genomica de Plantas de la Universidad
Politécnica de Madrid-Instituto Nacional
de Investigacion y Tecnologia Agraria y
Alimentaria (CBGP,UPM-INIA/CSIC) en cola-
boracién con investigadores de la Estacién
Experimental del Zaidin (EEZ-CSIC) de Gra-
naday del Instituto de Hortofruticultura
Subtropical y Mediterranea ‘La Mayora’
(IHSM-UMA-CSIC) de Mélaga.
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El patégeno Agrobacterium tumefaciens
provoca dafios irreversibles en plantas a
través de la modificacion genética de las
mismas, lo que lleva a la formacién de
agallas (tumores vegetales). Aparte de en
las agallas, Agrobacterium también se
encuentra en la microbiota de las raices
de las plantas hospedadoras y no hospe-
dadoras. La enfermedad de la agalla de
la corona ocasiona pérdidas econémicas
de millones de ddlares cada afio. Aunque
existen algunos procedimientos de con-
trol contra a enfermedad, se espera que
las técnicas de gestion progresen gracias
a un conocimiento mas profundo de los
genes que intervienen en la colonizacion
de las plantas por parte del patégeno.

Décadas de investigacion han producido

un sélido corpus de conocimiento sobre la

transferencia de ADN-T, la tumorigénesis

y la colonizacién de las raices por A. tume-

faciens. Sin embargo, todavia falta una

imagen global y comparativa de los genes

de fitness de A. tumefaciens implicados en

la colonizacion competitiva de tumores y

raices. Para abordar esta cuestion, utili-

zamos la secuenciacién de transposones

(transposon sequencing; Tn-Seq), que per-

mite el cribado de una coleccién de mutan-

tes, identificando asi los genes y las vias

que permiten que el patégeno sobrevivay

prolifere competitivamente en un entorno

determinado. Genes y vias metabolicas de Agrobacterium tumefaciens implicadas en la colonizacién de tumores y
raices de tomate. Los genes de fitness estdn relacionados con tres procesos generales: el metabolismo

En este trabajo hemos inoculado una  del carbono y el nitrogeno (cuadros azules y amarillos), la sintesis y reparacién del ADN, el ARN y

poblacién de mutantes Tn de A. tumefa- las prote/'nasl(cuadros verdes) y las fuﬁciones dela envo/tura}{ la superficie celL‘//arl(la lo largo de la

ciens C58 en raices y tallos de la planta represenm.cm(z dela en\(o/tura bacter/ar?a). .L,os genes necesarios para la colonizacién de los tumores de
tomate se indican en rojo, para la colonizacion de las raices en naranja oscuro y para los tumores de

hospedadora Solanum lycopersicum, para tomate y las raices, en azul. No estdn representados todos los genes de fitness identificados, se omiten
identificar los genes de fitness implicados  Jos que codifican funciones desconocidas.

en la colonizacion de dicha planta. HEmMOS ..o

Marta Torres, Audren Jiquel, Etienne Jeanne, Delphine Naquin, Yves Dessaux y Denis Faure. Agrobacterium tumefaciens fitness genes
involved in the colonization of plant tumors and roots. 2021. New Phytologist. https://doi.org/10.1111/nph.17810
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identificado 216 genes de fitness importan-
tes para la colonizacion de las raices y 428
para la colonizacién de los tumores, siendo
159 los genes comunes entre las dos con-
diciones (Figura). Dado que A. tumefaciens
coloniza un amplio espectro de plantas,
extendimos nuestro enfoque Tn-Seq a los
tumores de un hospedador lefioso, Popu-
lus trichocarpa, y a las raices de una planta
no hospedadora, Zea mays. Tn-Seq reveld
gue 62 genes son importantes para el fit-
ness de A. tumefaciens en las cuatro condi-
ciones investigadas. Otros genes de fitness

son mas especificos para una Unica condi-
cién. Entender esta especificidad sera un
reto para futuras investigaciones.

Por ultimo, nuestra hipétesis es que los
tratamientos quimicos o de biocontrol
dirigidos a las vias identificadas como
importantes para el fitness podrian limitar
la colonizacién de las plantas por A. tume-
faciens. Como prueba de concepto, nues-
tro estudio demostro6 que la quelacion del
hierro es un enfoque eficaz para impedir
la colonizacion de las raices de plantas de

tomate en presencia del agente de bio-
control Pseudomonas protegens CHAO, y la
tumorigénesis en presencia de acido tani-
co. Investigaciones posteriores deberan
evaluar el impacto de estos tratamientos
en la microbiota del suelo.

@000 0000000000000 0000000 0 00

Analisis gendmicos comparativos de
nuevas haloarqueas sugieren nuevas
capacidades metabdlicas en los géneros
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Estudios metagendmicos previos lleva-
dos a cabo en las salinas de Isla Cristina
y en suelos hipersalinos de las marismas
del Odiel, en la provincia de Huelva, reve-
laron que la mayor parte de la diversidad
microbiana presente en estos ambientes
se desconoce y aun no ha podido ser
aislada en cultivo puro. Muchas de estas
secuencias, ademas, reflejaban una gran
flexibilidad ecoldgica y nutricional. En este
estudio, hemos empleado la culturémica
como aproximacién para el aislamiento
de nuevos microorganismos extremofilos
a partir de diferentes ambientes hipersa-
linos (salinas de Isla Cristina e Isla Bacuta,
y suelos hipersalinos de las marismas del
Odiel). Siguiendo esta estrategia, hemos
conseguido aislar un elevado nimero de
cepas microbianas, de las cuales, hemos
seleccionado ocho haloarqueas, que cons-
tituyen grupos de arqueas relativamente
abundantes en ambientes hipersalinos
y que no se han descrito hasta la fecha.

Los analisis filogenéticos y filogendémicos
de cuatro de dichas cepas (F12-17, F17-
447, F18-79 y F19-13), asi como los indices
gendmicos ANI, AAl e hibridacién ADN-
ADN in silico han demostrado que éstas
constituyen un nuevo género dentro de las
haloarqueas, constituido a su vez por dos
especies diferentes, para las cuales propo-
nemos los nombres de Halosegnis longus
sp. nov. y Halosegnis rubeus sp. nov. Asimis-
mo, los analisis llevados a cabo en las otras
cuatro cepas seleccionadas (F24AT, F28,
F277y F13") nos han permitido determinar
que éstas constituyen tres nuevas especies
del género Halomicroarcula, dentro de la
clase Halobacteria, para las cuales hemos
propuesto los nombres de Halomicroarcula
rubra sp. nov., Halomicroarcula nitratiredu-
cens sp. nov.y Halomicroarcula salinisoli sp.
nov. La reconstruccion metabdlica resul-
tante del andlisis genémico detallado de
las nuevas cepas del género Halosegnis
indica que los miembros de este nuevo
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género de haloarqueas presentan un estilo
de vida aerobio y fotoheterotrofo, con un
comportamiento de tipo salt-in. Ademas,
en estos genomas se ha identificado el
conjunto de genes codificantes de la ruta
completa de sintesis del acido y-amino-
butirico (GABA) (véase figura), sugiriendo
asi su posible potencial biotecnoldgico.
El porcentaje de secuencias relacionadas
con el gen ARNr 16S y los reclutamientos
gendmicos demuestran la amplia distri-
bucién global del género Halosegnis en
ambientes hipersalinos, donde, ademas,
conforman una proporcién importante de
la microbiota de estos ambientes, espe-
cialmente en habitats con salinidades
intermedias, en los que pueden constituir
hasta un 8% de la misma. Por otro lado,
el estudio gendmico detallado de las tres
nuevas especies descritas del género Halo-
microarcula, asi como de las especies de
este género ya descritas previamente, ha
revelado la gran versatilidad metabdlica



Reconstruccion metabdlica del género Halosegnis sp. nov.
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de los representantes de este género, asi
como, su capacidad para sintetizar diver-
sos metabolitos secundarios. Asimismo,
el estudio detallado de sus mecanismos
de osmorregulacién indica el uso de una
estrategia de tipo salt-in. No obstante, la
identificacién por primera vez en haloar-
queas de las rutas completas de sintesis
de los solutos compatibles trehalosa y
glicina-betaina, sugiere la capacidad del

género Halomicroarcula de utilizar estra-
tegias de osmoadaptacién alternativas a
la clasicamente descrita para haloarqueas.
Dichas estrategias alternativas suponen
una gran ventaja ecologica y fisiologica, y
justificarian su versatilidad metabdlicay su
capacidad para crecer no sélo en ambien-
tes extremos con concentraciones altas de
sal, si no también en ambientes con salini-
dades intermedias y bajas. Estos recientes

estudios abren nuevas perspectivas en el
conocimiento de los ambientes acuaticos
y terrestres salinos e hipersalinos, tanto
desde un punto de vista ecolégico, como
metabdlico y de interés biotecnolégico de
las haloarqueas.
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