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ABREVIATURAS

ADN: 4cido desoxirribonucleico
ADNTr: ADN ribosomal

DNasa: desoxirribonucleasa

ARN: acido ribonucleico

RNasa: ribonucleasa

ATP: adenosina 5 -trifosfato

BCIP: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato
BSA: seroalbumina bovina

CIA: cloroformo-alcohol isoamilico
col: colaboradores

dNTPs: desoxinucledtidos trifosfato
DMSO: dimetilsulféxido

DOggo: densidad dptica a 600 nm de
longitud de onda

DTT: ditiotreitol

EDTA: 4cido etilendiaminotetracético
g: gramo

°C: grado centigrado

IPTG: 1-isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandésido

kb: kilobase

kDa: kilodalton

Km: kanamicina

Km': resistente a kanamicina

I: litro

M: molar

MS: espectrometria de masas

NBT: azul de nitrotetrazolio

nm: nanémetro

p/v: relacién peso/volumen

PAGE: electroforesis en gel de
poliacrilamida

pb: pares de bases

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
rpm: revoluciones por minuto

SDS: dodecil-sulfato sddico

TAE: tris-acetato-EDTA

Tris: tris-hidroximetil-aminometano
U: unidades

ufp: unidad formadora de placas
UV: ultravioleta

v/v: relacién volumen/volumen

V: voltio

WT: cepa silvestre, del inglés “wild type”
X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil D-
galactopirandsido

Abreviaturas para aminoacidos

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

Alanina
Arginina
Asparragina

Acido aspartico

Cisteina
Glutamina

Acido glutdmico

Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Treonina
Triptéfano
Tirosina
Valina
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Introduccién

I.1. Origenes del cultivo de la vid

La vid pertenece al género Vitis, cuyo origen se remonta a la Era Terciaria. El cultivo de
la especie Vitis vinifera, de la cual derivaron la mayoria de las variedades cultivadas, es uno de
los mas antiguos que existen. Se cultivé por primera vez en el suroeste de Asia, en la regién del
Caucaso hacia el 6.000 a.C. En la Biblia se cita la vid asocidndola siempre a la tierra fértil. El
Antiguo Testamento relata que Noé plantd vifiedos al salir del arca, tras el diluvio. También
cuenta que Moisés envid a doce espias a la tierra de Canaan y que volvieron con un racimo de

uvas que era necesario portarlo entre dos hombres por su tremendo peso.

El cultivo se extendid por el Mar Mediterraneo de la mano de los comerciantes fenicios
llegando a Egipto. Los egipcios ya representaron la vid y el vino en jeroglificos de 3000 afios
a.C. En el 2.500 a.C. aparece en China y la India. Hacia el 2.000 a.C. llegd a Grecia, para mas
tarde extenderse a ltalia, Sicilia y el norte de Africa. Hay abundantes referencias sobre el vino
en la lliada y la Odisea puesto que los griegos comerciaban con esta bebida. Los romanos
adoraban el vino e incluso tenian una divinidad dedicada al mismo, el dios Baco. Fueron la
principal cultura que impulsé las técnicas del cultivo de la vid: obtuvieron diferentes
variedades, reconocieron las principales enfermedades, desarrollaron las técnicas de poda, la
importancia del riego y la fertilizacion de suelos. Empezaron a utilizar toneles y botellas de
vidrio para almacenar el vino, frente a las vasijas de cerdmica o a los pellejos de animales que

se habian utilizado hasta el momento.

Entre finales del siglo XV y el XVI se extendié por América, llegando a finales del siglo

XVIII a Australia y Nueva Zelanda.

I.1.1. Historia de la vid en Espaia

Las primeras referencias al cultivo de la vid en Espafia datan del 520 a.C. Es durante el
dominio de la civilizacion romana cuando el cultivo de la vid y la produccién de vino se
extienden por toda la Peninsula Ibérica. Aunque se cree que su cultivo comenzase sobre el afio
3000 a.C., cuando los fenicios, que fundaron la ciudad de Cadiz en el 1.100 a.C., ocupaban la
peninsula. El clima calido de la zona favorecio la naturaleza fuerte y dulce de los vinos, lo que
les permitia soportar muy bien los viajes. Esta caracteristica, junto con el espiritu comerciante
de los fenicios, supuso que los vinos espafioles se convirtieran en una de las mercancias mas

comunes en los intercambios comerciales del Mediterrdneo y norte de Africa. Después de los
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fenicios, los cartaginenses introdujeron nuevos avances en el cultivo de la vid, hasta la llegada
del dominio romano, quienes comercializaron el vino espafiol por todo el Imperio. Las dos
mayores regiones productoras de la época eran la Tarraconensis, en el norte, y la Baetica, en el

sur.

Con la decadencia del Imperio, Espaia fue invadida por tribus germanicas que
destruyeron muchas plantaciones de vid. La llegada de los visigodos contrarresté la accion de

los barbaros, concediendo una gran importancia a la viticultura.

La invasion drabe a principios del siglo VIII supuso algunas dificultades para el
desarrollo de la vid y la elaboracion del vino, debido a la prohibicién cordnica de consumir
bebidas alcohdlicas. A pesar de ello, el cultivo de la vid continud y se vio mejorado. Algunos de
los emires y califas tenian vifiledos y bebian vino, y los mds liberales permitian a los cristianos
continuar con el cultivo de vifiedos y la elaboracién del vino, fundamentalmente en los

monasterios.

Al producirse la Reconquista se volvié a abrir la posibilidad de exportar el vino. Las
comunidades religiosas que se fueron restableciendo jugaron un importante papel, ya que se
encargaron de recuperar la tradiciéon vinicola al ser el vino un elemento necesario e
imprescindible para los ritos religiosos. Las vifias comenzaron de nuevo a florecer alrededor de
monasterios y abadias para extenderse a otros terrenos. En los siglos siguientes se produjo un
desarrollo de los flujos comerciales lo que potencié el nacimiento de las distintas zonas

vinicolas y el trasiego de regiones que se turnaron para el abastecimiento de vino a la Corte.

El siglo XIX marca el devenir de la industria vinicola espafiola. Comienzan a implantarse
algunas reformas con la finalidad de mejorar la calidad del vino, y algunos de los métodos
tradicionales en la elaboracion del vino son sustituidos por nuevas técnicas industriales. Por
otro lado, la llegada de la filoxera al norte de Europa, que devastd progresivamente los vifiedos
a mediados de siglo, contribuyé a consolidar la vinicultura en Espafia. Muchos viticultores
franceses se establecieron en Espafia para continuar con su medio de vida y trajeron consigo
variedades de uva, maquinaria y métodos, entre los que destacaban la disposicién de las
cepas, el control de la fermentacion o el sulfitado. Algunas de las plantaciones de Cabernet-
Sauvignon y Merlot existentes en la actualidad en La Rioja y Ribera de Duero proceden de este
tiempo. Sin embargo, a finales de siglo, la plaga afecté también a la Peninsula, aunque resulté
menos traumatica que en otros paises europeos, ya que se conocian soluciones para la

recuperacion de las vifias.
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En el siglo XX, la Guerra Civil condend a la vifia al abandono, y la Segunda Guerra
Mundial supuso la paralizacidn del mercado europeo del vino. Ambos sucesos supusieron un
duro golpe para el sector, empezando a recuperarse a partir de mediados de siglo. Desde
entonces, las reestructuraciones de vifiedos y la renovacion y modernizacion de los
procedimientos de elaboracién y bodegas han caracterizado la evolucién de la viticultura,
transformando la imagen y calidad de los vinos espainoles, que estan en lo mas alto del

mercado mundial.

I.2. La vid y el sector vitivinicola

La vid es el cultivo fruticola de mayor extension mundial, con unos 7 millones de
hectareas cultivadas en distintos continentes. La mayor parte del cultivo se encuentra
concentrado en las regiones templadas de clima mediterrdneo y, en concreto, en la cuenca

mediterranea europea.

En la Unién Europea, la superficie total de vifiedo es de unos 3.492.000 ha (afio 2012%),
aunque se ha visto reducida ultimamente. Este proceso es consecuencia de la combinacion de
factores como la reestructuracion del vifiedo y el impacto de la crisis viticola, que se ha dejado

sentir de forma distinta por zonas y tipos de vino.

1.2.1. Importancia en Espaia

En Espafia, el sector vitivinicola tiene una gran importancia, tanto por el valor
econdmico que genera, como por la poblacidon que ocupa y por el papel que desempefia en la
conservacién medioambiental. La situacién geografica, las diferencias climaticas y la variedad
de suelos, hace de la Peninsula un lugar privilegiado para que se produzcan vinos de

caracteristicas muy distintas.

La relevancia de la viticultura en el conjunto de la economia agraria espafiola es
fundamental, siendo el pais con la mayor superficie cultivada del mundo y el tercero europeo
en produccion de vino por detrds de Italia y Francia, segun el informe de la Organizacion
Internacional de la Vifia y el Vino (datos 2012%). El vifiedo en Espafia ocupa una extensidn total
de 1.018.000 ha, y es el cultivo que mayor superficie presenta tras los cereales de grano, el

olivar y el girasol, segin datos del afio 2013 del Ministerio de Medio Ambiente, Medio Rural y

! http://www.winesfromspain.com
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Marino. La superficie ocupada es mayoritariamente de secano, repartiéndose en cultivos, en
orden creciente en cuanto a extension, de vivero (0,04%), de uva para pasificacion (0,25%), uva
de mesa (2%) y uva de vinificacién (97,75%). La produccién de vino se ha mantenido estable en
las ultimas campafias cerca de los 40 millones de hectolitros. Castilla-La Mancha es la principal

region productora con un 53% del total.

La produccidn de vinos de calidad supone el 60% del volumen total. Espafia cuenta con
86 zonas de produccién de vinos de calidad con Denominacion de Origen Protegida (DOP), de
ellas 73 son con Denominacién de Origen, 2 con Denominacién de Origen Calificada y 11 son
Vinos de Pago, las cuales, siguiendo el modelo europeo de produccién, mantienen un estricto
control sobre la cantidad producida, las practicas enolégicas y la calidad de los vinos que se

producen en cada zona.

Las exportaciones mundiales estan encabezadas por Italia con 21,2 millones de
hectolitros vendidos en el afio 2012. Espafa ocupa la segunda posicion con 19,5 millones de
hectolitros, seguida por Francia con 15 millones. De los tres paises, Espafia es el que mas ha
visto incrementar su exportacién desde la década de los 80, pasando de representar un 12% a

un 20% del comercio mundial.

I.2.2. El sector vitivinicola en Castilla y Ledn

La vitivinicultura en Castilla y Ledn tiene un papel de gran relevancia que va mas alla de
su importancia econdmica, puesto que el sector tiene una importante funcidn social al permitir
el mantenimiento de poblacidon en las zonas rurales, promoviendo el desarrollo de areas
industriales, constituyendo una base para el desarrollo rural e incluso convirtiéndose en un
atractivo turistico, sin dejar de lado la importante funcién medioambiental de conservaciéon del

medio rural.

En esta Comunidad, el cultivo de la vid y la produccion vinicola estan plenamente
consolidadas y tienen un arraigo histérico. Desde la Edad Media se encuentran referencias
sobre las cualidades de los vinos del Duero. Las particulares condiciones del suelo y las

caracteristicas climaticas favorecen el cultivo de la vid en numerosas comarcas.

Castilla y Ledn es la cuarta Comunidad Auténoma en hectareas dedicadas al vifiedo
para vinificacién con 74.841 ha, detras de Castilla-La Mancha, Extremadura y la Comunidad
Valenciana. La cosecha de uva para vinificacion en 2013 fue de 230 millones de kilos, muy
superior a los 194 millones de kilos del afio anterior. La produccion de vino y mosto en 2012

fue de 1,8 millones de hectolitros (Fuente: Fondo Espafiol de Garantia Agraria, 2012).
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En las ultimas décadas el sector vitivinicola ha experimentado una répida y favorable
evolucidn. Los vinos amparados por las 9 Denominaciones de Origen de la Region (Ribera del
Duero, Cigales, Rueda, Toro, Bierzo, Arlanza, Arribes, Tierras de Ledn y Tierra del Vino de
Zamora) las 2 Asociaciones Vinos de Calidad (Valles de Benavente y Valtiendas) y la figura
genérica de calidad Vino de la Tierra de Castilla y Ledn, que acoge cerca de 300 bodegas
embotelladoras y mas de 30.000 ha de vifiedo, constituyen uno de los emblemas de la region y
una muy buena promocién de la industria de Castilla y Ledn, no sélo en Espaiia, sino también

en los mercados extranjeros a los que se dirige una buena parte de la produccion.

I.3. Patologias bacterianas de la vid

La vid se halla expuesta a las distintas condiciones ambientales del entorno que la
rodea, viéndose afectada tanto por factores bidticos como abidticos que influyen en su
desarrollo. Algunas de las interacciones con el medio bidtico pueden provocar enfermedades
en la planta, varias de ellas de grave impacto. Principalmente se deben a insectos, acaros,

hongos, bacterias y virus.

Dentro de las enfermedades producidas por bacterias destacan la agalla de corona de
la vid, la enfermedad de Pierce, la podredumbre acida del racimo, la flavescencia dorada y la

necrosis bacteriana.

I.3.1. Agallas de corona de la vid

Las bacterias del género Agrobacterium pueden provocar la aparicion de tumores,
llamados agallas, en cuello y raices de diferentes plantas cultivadas y silvestres, incluyendo

numerosas especies de arboles frutales y el rosal.

La especie mas frecuentemente implicada es A. tumefaciens, que tras ponerse en
contacto con la célula vegetal, le transfiere determinados genes y la transforma en célula
tumoral. La multiplicacién anormal de las células y el desarrollo del tumor prosiguen sin que
sea necesaria la presencia posterior de la bacteria, una vez desencadenada la induccion

tumoral.

La vid es un cultivo susceptible de infeccién por Agrobacterium, aunque en este caso la
especie implicada es casi especificamente A.vitis (Tzafira y Citovsky, 2003; Escobar y Dandekar,

2003).
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La bacteria precisa de una herida o lesién para poder penetrar en la planta. Muchas
veces las heridas se producen por efecto de heladas, granizo, ataques de pardsitos, poda y
otras técnicas culturales. Agrobacterium se puede detectar en la savia de la planta,
desplazandose por los vasos. Puede permanecer latente durante afios sin que se observen
sintomas. Los tumores en cuello, raiz y sarmientos pueden tener distintos aspectos. Al
principio son blandos y de color claro, y posteriormente se endurecen y oscurecen. Estas

agallas impiden la circulacién de la savia y la planta puede morir en 2 6 3 afios.

Los dafios pueden ser muy graves en condiciones climaticas favorables, sobre todo tras
fuertes heladas. El suelo donde se han cultivado plantas infectadas albergard bacterias

patdgenas durante un tiempo, pudiendo ser atacadas las nuevas plantaciones.

Debido a la confusién que puede haber con otras enfermedades, sdlo con el analisis en

laboratorio se puede confirmar la presencia de la bacteria.

La prevencién es el mejor método de control, puesto que una vez que A. tumefaciens
penetra en la planta es muy dificil de eliminar. Utilizar material vegetal sano, evitar la
formacién de heridas y el encharcamiento, el abonado equilibrado y desinfectar las tijeras
durante la poda, son algunas de las practicas recomendadas para prevenir la enfermedad. Las
cepas con sintomas deberian ser eliminadas, si es posible, o en su caso eliminar los tumores o

cortar los brazos mas afectados, y desinfectar las heridas.

La incidencia en Espafia es de escasa importancia, aunque se ha identificado en

distintas zonas y son frecuentes los ataques de la enfermedad en vivero. (Lopez, 2004).

I.3.2. Enfermedad de Pierce

Xylella fastidiosa es la bacteria causante de esta enfermedad de tipo vascular, que
afecta al xilema de la planta. De hecho, a diferencia de otros patdgenos bacterianos, el
desarrollo de esta bacteria parece restringirse al sistema xilematico (Chatterjee y col., 2008).
Aunque infecta a la vid, se sabe que no es especifica de este cultivo, afectando también a

citricos, alfalfa, almendro y café, entre otros.

Los dafos producidos por la enfermedad de Pierce en vifiedo se consideran muy
graves, puesto que en Estados Unidos ha supuesto la pérdida de miles de hectareas de
vifiedos, limitando su cultivo en varias zonas viticolas. En Europa no hay indicios de esta

enfermedad, pero existe riesgo grave si se importan variedades infectadas. Ademas, el peligro
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es mayor en los vifiedos de la zona mediterrdnea debido a las favorables condiciones

climaticas para su desarrollo.

La propagacion de la enfermedad puede ser a través de material vegetal contaminado
y por insectos vectores (McGaha y col, 2007). La gravedad del ataque viene condicionada por

la mayor o menor virulencia de los aislados de X. fastidiosa.

Las hojas de las plantas afectadas presentan areas cloréticas que toman color amarillo
en las variedades blancas y rojo oscuro en las tintas. Estas hojas suelen ser de menor tamario,
irregulares y asimétricas. También se puede observar el efecto llamado “escaldado”,
consistente en la desecacion del parénquima foliar que toma un color pardo, y las zonas
adyacentes se ponen amarillas o rojizas. Los racimos suelen producir frutos de menor tamario,
cayendo parte de los mismos e incluso secandose todo el racimo. La maduracion en los
sarmientos afectados se produce de forma irregular. La brotacidén en las plantas afectadas se
retrasa, los sarmientos no se desarrollan normalmente, la cosecha disminuye, el sistema
radicular decae y la planta muere. Las vifas vigorosas suelen ser las mas atacadas. (Varela y

col, 2001).

No existen tratamientos eficaces para las plantas afectadas, por lo que son
aconsejables medidas preventivas como no utilizar material vegetal procedente de zonas en
las que se ha detectado X. fastidiosa. Por ello suponen un peligro las importaciones
clandestinas, ya que, el material importado de paises donde se ha identificado la enfermedad,
se debe someter a cuarentenas estrictas. En las zonas afectadas se recomienda luchar contra
los insectos vectores y eliminar las plantas silvestres que pueden servir de huéspedes. (Lépez,

2004).

1.3.3. Podredumbre acida del racimo

Se trata de una patologia que afecta principalmente al fruto de la vid. Entre los agentes
capaces de provocar la podredumbre acida se sefialan las especies Acetobacter sp., Kloeckera
apiculata y Saccharomycopsis vini. Estos microorganismos se propagan por el viento, la lluvia,

los pajaros y la mosca del vinagre (Drosophila melanogaster) (Marchetti y col., 1984).

Las condiciones climaticas influyen sobre el desarrollo de la enfermedad, siendo
favorables la temperatura y humedad altas, asi como las finas lluvias que hidratan las uvas,
sirviendo de via de entrada para la infecciéon (Toledo y Albujer, 1984). Las rajas que se
producen en algunas uvas, son un tipo de herida en la que se pueden instalar las bacterias que

causan la podredumbre acida.
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Los frutos afectados se descomponen interiormente y su jugo se vacia, pudiendo caer
sobre granos inferiores del racimo, o incluso gotear al suelo. Es caracteristico el olor a vinagre
(acido acético) que desprenden los racimos infectados. En las uvas en descomposicion se

puede observar la mosca del vinagre.

Los efectos en la uva destinada a vinificaciéon se traducen en mostos con mayor
contenido en acidez volatil y acidez total, disminucién del grado alcohdlico y menor cantidad

de azucar.

Como medidas preventivas se pueden sefialar las siguientes: evitar vifas
excesivamente vigorosas, orientar las espalderas y podas para favorecer la ventilacién de los
racimos, tratar de producir racimos de tamafio medio y que sean mas alargados y sueltos, y un
buen estado fitosanitario. En caso de que ya exista infeccidon en la planta, habria que limpiar

los racimos afectados.

Esta enfermedad se ha observado en cultivos de vid de la zona mediterranea, asi como

en zonas del interior de Espafia como La Rioja. (Toledo, 2004).

I.3.4. Flavescencia dorada

El agente patdgeno es un micoplasma transmitido por un cicadélido, Scaphoideus
titanus Ball, que vive Unicamente en la vid, y que puede provocar una drastica disminucion de
la produccion y la muerte de las cepas. Los dafos vienen derivados de las alteraciones que el

fitoplasma produce en los vasos conductores de savia (Batlle y col., 1997).

Las cepas enfermas presentan en algunas variedades un porte llorén. Los sarmientos
no se endurecen, permaneciendo flexibles, y el color evoluciona a marrén rojizo,
ennegreciéndose a lo largo del invierno. Normalmente las hojas se vuelven duras, quebradizas
y se enrollan hacia el envés, adquiriendo una coloracién amarilla en las variedades blancas o
roja en las variedades tintas. Los racimos se desecan y marchitan, las uvas aparecen arrugadas
y no terminan de madurar, teniendo una acidez muy acentuada y menor contenido en

azlcares'. Los sintomas suelen aparecer en primavera y verano.

Para el control de la flavescencia dorada se recurre a la lucha preventiva. Se debe
evitar introducir plantas atacadas o portadoras de huevos del insecto, eliminar las plantas

afectadas y utilizar tratamientos quimicos contra el vector (Steffek y col., 2007).

'Fuente: Boletin fitosanitario 2011, Junta de Castilla y Ledn.
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I.3.5. Necrosis bacteriana

La necrosis bacteriana es una enfermedad crénica y destructiva del sistema vascular de
la vid, causada por la bacteria Xylophilus ampelinus, y que afecta a muchos cultivos de la

region mediterrdnea y de Sudafrica, principalmente.

El microorganismo se introduce en la planta a través de las heridas provocadas por la
poda, laboreo del suelo o injertos. Las yemas y los brotes jovenes contaminados se desecan y
mueren. Normalmente los brotes afectados presentan un oscurecimiento parcial y una ligera
hinchazén de los tejidos, que se agrietan y después se necrosan. Las hojas pueden presentar
partes secas en el peciolo y pequefias manchas de aspecto aceitoso dispersas en el limbo. Los

brotes florales se ennegrecen y se secan.

En el apartado 1.4 de esta introduccién se hablara de forma mas detallada de esta

enfermedad, objeto de estudio de esta Tesis Doctoral.

1.4. La necrosis bacteriana de la vid

La necrosis bacteriana es una patologia conocida desde finales del siglo XIX. En
distintos paises del sur de Europa y en Sudafrica se describieron una serie de enfermedades de
la vid muy similares, pero a las que se las denominé de diferente forma puesto que se
desconocia su etiologia. En Francia se observaron sintomas en vifiedos de la isla de Oléron, por
lo que la enfermedad se conocia como “maladie d"Oléron” (Ravaz, 1895). Mas adelante pasoé a
llamarse “nécrose bactérienne” en toda Francia. En Grecia se denomind “tsilik marasi”, en
Sudafrica “vlamsiekte” y “bacterial blight”, en Italia “mal nero”, y “necrosis bacteriana” en

Espafa.

Durante afos se intento identificar el agente causante, sin éxito alguno. En un principio
se considerd que era Erwinia vitivora, hasta que en 1969 Panagopoulos aislé e identificd en
Creta (Grecia) el microorganismo causante de la enfermedad, la bacteria que denominé
Xanthomonas ampelina (Panagopoulos, 1969). Posteriormente, se logro aislar esta bacteria en
otros paises, confirmando asi que las enfermedades descritas en Francia (Prunier y col., 1970),
Sudafrica (Matthee y col., 1970) e Italia (Grasso y col., 1979), eran las mismas y tenian una

causa comun.

Estudios mas recientes, basados en el andlisis de la secuencia de ADN y ARN, han

situado a esta bacteria en una rama filogenética separada, formando un nuevo género
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denominado Xylophilus, integrado por una Unica especie llamada Xylophilus ampelinus

(Willems y col., 1987 ay b).

La necrosis bacteriana de la vid, a pesar de su larga historia, estd poco estudiada y no
hay mucha informacién disponible. La mayor parte de los datos bibliograficos existentes
proceden de Francia, Espafia y, en menor medida, de Grecia. El impacto econémico de la
enfermedad puede ser importante, ya que una infeccidn severa en cultivos sensibles puede
conllevar grandes pérdidas en la cosecha, como ha sucedido en Sudafrica y Francia (Grall y col.,

2005)

1.4.1. Distribucion geografica

La distribucion de Xylophilus ampelinus no estd bien documentada en la mayoria de los
paises. La enfermedad estd en expansidon en muchos de ellos y los datos existentes, excepto
los de Francia, no son recientes. Aunque predomina la distribucidn por la regién mediterranea,

también se han dado casos de necrosis bacteriana en Sudafrica y dreas de Asia y Sudamérica.

Se ha aislado e identificado X. ampelinus en Grecia, Francia, Italia, Espafia, Moldavia,
Sudafrica (EPPO, 2009) y Eslovenia (Dreo y col., 2005). También se han incluido Portugal y
Turquia en las listas EPPO/CABI (1997), aunque no esta confirmada su identificacion. Estas
mismas listas citan a Bulgaria, Suiza, Tunez, Yugoslavia y Argentina como paises donde se han
observado alguna vez sintomas atribuidos a Erwinia vitivora, pero en los que no se ha aislado
por el momento X. ampelinus. La enfermedad sigue aun activa en Francia (Manceau y col.,

2005), Sudéfrica, Moldavia, Eslovenia, Italia y Grecia (http://www.cabi.org).

1.4.2. La necrosis bacteriana en Espaia

La deteccidon de X. ampelinus en Espafia data de 1978 (Lopez y col., 1978; Lopez y col.,

1980), en Zaragoza, denominandose la enfermedad como “necrosis bacteriana de la vid”.

Posteriormente se encontraron nuevos focos en La Rioja, Orense, Navarra vy
Pontevedra. Los sintomas fueron confundidos en muchas zonas con otros problemas
fitopatoldgicos como la excoriosis. Pero ante la ineficacia de los tratamientos quimicos y la
importancia de los dafios, se analizaron muestras en laboratorio identificando la bacteria

causante.

En la Denominacion de Origen de Somontano (Huesca) tan sélo hay constancia de la

deteccion de X. ampelinus en un caso del afio 1983. En Teruel se localizé un foco en 1985. En Ia
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D.O. Rioja, la bacteria fue detectada en 1979 en Manjarrés. Zaragoza es la provincia mas
afectada, con unas 10.000 ha. En La Rioja y Navarra los dafios hasta el momento han sido de
escasa importancia (Lépez y col., 1987), y la incidencia en Galicia estd todavia en estudio
(Gracia y col., 2004). Sintomas similares a los de la necrosis bacteriana se han observado en las
Islas Canarias, pero no esta confirmado su diagndstico (Willems y col., 2006). Es probable que

haya mas zonas viticolas que presenten infeccién por X. ampelinus.

1.4.3. Epidemiologia

El Unico huésped conocido de X. ampelinus es la vid. La bacteria vive principalmente en

el sistema vascular de la planta, donde puede permanecer mucho tiempo sin causar dafios.

La penetracién en el huésped tiene lugar principalmente por las heridas de poda,
aunque también pueden producirse contaminaciones externas de las yemas por el depésito de
bacterias procedentes de los “lloros”. Durante el invierno permanecen en el interior de la vid,
pudiendo multiplicarse durante este periodo. En primavera y verano, las bacterias pueden ser
llevadas de una planta a otra por el viento y la lluvia. La infeccidn a través de las raices es
menos frecuente, puesto que la supervivencia de la bacteria en el suelo es pequeia (Grall y

col., 2005).

La propagacion de la enfermedad no estad asociada a insectos vectores, sino que se
produce a partir de plantas enfermas. A largas distancias se produce por el traslado de
material vegetal contaminado, pudiendo ser el origen de la aparicidn de la patologia en nuevas
zonas. La transmisidn a corta distancia tiene lugar, ademas de por el material vegetal, por las
herramientas de poda no desinfectadas, y por el transporte a través del viento y de la lluvia de
las bacterias que salen al exterior en los “lloros”, en las lesiones foliares y en los chancros. Las
podas realizadas en verde y la vendimia son operaciones que producen heridas en las plantas y
pueden contribuir a la diseminacidn de la bacteria. Una vez producida la infeccidn, se extiende
por la planta por via vascular, siendo los brotes cercanos a los cortes de poda los mas

afectados por lo general (Grall y Manceau, 2003).

1.4.4. Factores que influyen en el desarrollo de Ila
enfermedad
Las diferentes descripciones realizadas a lo largo del tiempo sobre la necrosis

bacteriana coinciden en sefalar que se trata de una enfermedad ciclica, mostrando periodos

de abundantes sintomas, desapareciendo aparentemente en otros (Héritier, 1983).
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Uno de los factores mas importantes es el clima. Durante los periodos de sequia, la
enfermedad puede permanecer latente largo tiempo sin presentar sintomas. Sin embargo, las
primaveras con temperaturas relativamente bajas, vientos frescos y frecuentes lluvias,
favorecen el desarrollo de la enfermedad, produciéndose infecciones foliares. Si el otofio es

lluvioso y con temperaturas suaves, favorecera las infecciones durante la vendimia.

El incremento de heridas debido a heladas, granizo, ataques parasitarios u otras

causas, favorece el ataque de la bacteria.

La poda fuera del periodo de reposo vegetativo, el enterrado de los sarmientos de
poda, el exceso de abonos organicos y nitrogenados, y la inundacion de las parcelas, aumentan

los dafios de X. ampelinus.

Existen ademads, variedades de vid mas sensibles a la enfermedad que otras. En una
escala de sensibilidad de las variedades cultivadas en Espafia, serian muy sensibles: Airen,
Bobal, Garnacha tintorera, Juan Ibafiez y Vidadillo; medianamente sensibles: Garnacha basta,
Garnacha peluda, Garnacha rosada, Graciano, Granegro, Macicillo, Malvasia, Miguel de Arcos,
Palomino, Quiebratinajas, Rosetti, Tempranillo, Tinto del pais, Tinto de Toro y Sumoll; y poco
sensibles: Cardinal, Garnacha negra, Macabeo, Mazuela, Merseguera, Monastrell, Pedro

Ximénez, Tinto de Madrid y Trepat. (Lopez y col., 1987; Lépez, 2004).

1.4.5. Sintomas y dafios

Los diferentes sintomas que presentan las cepas afectadas son muy caracteristicos,

pudiendo haber diferencias segun las caracteristicas de las variedades cultivadas.

Las yemas afectadas pueden no brotar o hacerlo con dificultad, retrasandose el inicio

de la vegetacion. Los brotes pueden crecer raquiticos y en muchos casos se secan.

Durante el crecimiento, los sarmientos muestran necrosis sobretodo en la parte basal.
Aparecen unas manchas alargadas de color pardo oscuro o negro, con un margen aceitoso, y
que se agrietan longitudinalmente (Figura I.1), liberando grandes cantidades de bacterias. A
medida que la bacteria va profundizando en los tejidos, se forman chancros de varios
centimetros de largo que pueden afectar al lefio. Los sarmientos se debilitan, arqueandose
hacia el suelo y pudiendo romperse con facilidad. En un corte a nivel del xilema, se puede ver
una linea oscura o una zona con necrosis sectorial que afecta al floema, al xilema e incluso a la

médula.
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Figura I.1. Detalle de sarmiento con grietas causadas por la infeccion.

Las hojas, sobre todo las mas viejas situadas en la base del sarmiento, pueden
presentar manchas en el limbo de color rojizo u oscuro, de aspecto aceitoso, rodeadas de un
halo amarillento. Este sintoma suele observarse tras lluvias y vientos, debido a la entrada de
X. ampelinus por los estomas. También se puede producir un desecamiento marginal de las

hojas, llegando a decolorarse y desprenderse (Figuras 1.2 y 1.3).

Figura I.2. Hoja afectada por necrosis bacteriana.

En los racimos aparecen necrosis y chancros, de aspecto similar a los de los
sarmientos, en el peddnculo y raquis. Las flores suelen adquirir una coloracién rojiza y
endurecer su consistencia. La produccion de uva disminuye notablemente e incluso puede

llegar a ser nula.

La infeccidon de X. ampelinus en condiciones climaticas favorables para su desarrollo

puede ocasionar la muerte de la planta en pocos afos.
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1.4.6. Proteccion y control de la enfermedad

El control de la necrosis bacteriana se ve dificultado por las caracteristicas
epidemioldgicas de la enfermedad, los sintomas que pueden confundirse con relativa facilidad
con otras enfermedades como la excoriosis y la eutipiosis, y por la escasez de productos

fitosanitarios efectivos que se pueden utilizar en agricultura contra enfermedades bacterianas.

El diagndstico visual no ofrece garantias suficientes, pudiendo no ser correcto y
aconsejando tratamientos que no seran eficaces. Es necesario analizar las muestras para poder
detectar la bacteria. La legislacion espafiola vigente (RD 2071/1993) prohibe Ia
comercializacion de plantas infectadas con X. ampelinus, aunque no existe ningln requisito

oficial que exija la realizacion de andlisis en zonas libres de la enfermedad.

Figura 1.3. Detalle de hoja con sintomas de la enfermedad.

La prevencidn es la mejor forma de combatir los ataques de X. ampelinus, evitando
introducir la enfermedad en plantaciones y regiones no afectadas. Por ello, se debe elegir
material sano, procedente de zonas libres de la enfermedad, para realizar nuevas plantaciones
0 para reponer cepas. Ademas, de entre las variedades mdas adecuadas para la zona, se deben

elegir las menos sensibles a la bacteria.

En zonas en las que ya existe la enfermedad, se deben tener una serie de precauciones
como eliminar las plantas enfermas y quemarlas, realizar la poda en periodo de reposo
vegetativo de las cepas comenzando por las de aspecto sano, desinfectar las tijeras de poda

cada cierto tiempo, quemar los restos vegetales y no inundar las parcelas afectadas.

Ademas de las practicas culturales, el tratamiento con agua caliente de los sarmientos
es una forma eficiente de prevenir la propagacién, mediante la eliminacién de X. ampelinus del

material vegetal (Manceau, 2006).

En cuanto a los productos quimicos mas habitualmente utilizados, destacan los

compuestos con contenido en cobre. Entre las distintas formulaciones, el cardo bordelés
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(mezcla de sulfato cuprico y cal hidratada) es el que posee las caracteristicas fisico-quimicas
mds adecuadas. Sin embargo, la necrosis bacteriana es una enfermedad fundamentalmente
vascular, y el poder de penetracidon del cobre es débil y sélo permite el control de la fase
externa de la enfermedad (Marcelin y Novoa, 1983), por lo que se trata de una solucion
preventiva. Por otro lado, el cobre es evitado cada vez mas por los viticultores, ya que puede
producir alteraciones del aroma y sabor, causar olores no deseables, acumularse en los suelos

y producir fitotoxicidad (Jackson, 2008; Darriet y col., 2001; Rathore y col., 2001).

Recientemente, se ha demostrado la eficacia del péptido antimicrobiano D4E1 contra
la infeccién de la planta de vid por parte de Xylophilus ampelinus. El titulo bacteriano de este
patdgeno, tanto en ensayos in vitro como en ensayos en plantas, disminuye significativamente

tras la aplicacidn de este péptido (Visser y col., 2012).

1.5. Xylophilus ampelinus

Xylophilus ampelinus es un microorganismo fitopatégeno causante de la necrosis
bacteriana de la vid (Vitis vinifera), que infecta exclusivamente a esta planta, y que estd
incluida en la lista EPPO A2 de organismos de cuarentena (EPPO/CABI, 1997), y en el
Anexo II/A2 de la Directiva 2000/29/CE de organismos nocivos para los vegetales cuya
introduccién y propagacion debe prohibirse en toda la UE. Su poder patégeno es variable,
siendo algunas cepas totalmente avirulentas y otras muestran distinta agresividad segun las

variedades de vid.

1.5.1. Taxonomia

X. ampelinus es una bacteria perteneciente a la familia Comamonadaceae de la
subclase Beta-proteobacteria. Fue inicialmente clasificado en el género Xanthomonas, ya que
es un organismo Gram negativo, aerobio, no formador de endosporas, que posee un flagelo
polar, produce un pigmento amarillo y metaboliza los hidratos de carbono oxidativamente. Se
considerd que era una especie atipica del género Xanthomonas no descrita antes, por lo que
se la denomind X. ampelina sp. nov. (Panagopoulos, 1969). Posteriormente, varios estudios de
analisis de pigmentos (Starr y col., 1977), estudios comparativos de biosintesis de aminoacidos
aromaticos (Whitaker y col., 1981; Byng y col., 1983) y estudios de hibridacion ADN-ARNr (De
Vos and De Ley, 1983), evidenciaron diferencias con el resto de especies del género. Como

resultado de un estudio de mas de 30 cepas de diferentes origenes geograficos mediante
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electroforesis de proteinas (geles SDS de poliacrilamida), varias pruebas enzimaticas, e
hibridaciones ADN-ADN y ADN-ARNr, se cred un nuevo género al que se llamé Xylophilus
(Willems y col., 1987), miembro de la familia Comamonadaceae (previamente llamado

“complejo acidovorans ARNr”).

0.2 ag Acidovorax defluvii (Y18618)
— 73 Acidovorax facilis (AFOT8765)
B89

Acidovorax delafieldii (AFO737E4)
Acidovorax temperans (AFO78766)
Acidovorax avenae subsp. avenae (AFOTET59)

87
1001 Acidovorax avenae subsp. cattleyae (AFO7BTEZ)

Acidoverax anthurii (AJ007013)
Acidovorax konjaci (AFO7ETED)
— Xylophilus ampelinus (AFOT8758)

70 Variovorax paradoxus (D88006)
EF: Rhodoferax fermentans (D16211)
Brachyrnonas denilrificans (014320)
30 Comamonas testosteroni (M11224)
Comamonas lerrigena (AFOTETT2)

_B8]L g3 — Hydrogenophaga palleronii (AF078769)

96| —— Hydrogenophaga taeniospiralis (AFOTE7TEGE)
100 100 |— Hydrogenophaga pseudoflava (AFOTETTO)
Hydrogenophaga flava (AFO7ETT1)

Delftia acidovorans (AFOTETT4)

Polaromonas vacuolata (U14585)

Sphaerotilus natans (£18534)

Figura 1.4. Dendrograma representativo de la similitud de la secuencia del ADNr 16S, mostrando la posicién de
X. ampelinus respecto a otros miembros de la familia Comamonadaceae. (Willems y Gillis, 2006)

Mas recientemente, la secuenciacion del ADNr 16S de Xylophilus ampelinus y otros
miembros de Comamonadaceae, reveld la estrecha relacion entre Xylophilus ampelinus y
Variovorax paradoxus (Wen y col., 1999), aunque diferencias en las caracteristicas metabdlicas

de cada bacteria hacen que se mantengan en géneros separados (Figura 1.4).

I.5.2. Caracterizacion de X. ampelinus

Es una bacteria Gram negativa, no formadora de endosporas, mévil con un flagelo
polar, oxidasa negativa, catalasa positiva, que utiliza lentamente la glucosa en aerobiosis.
Crece sobre L-glutamina pero no sobre lactato de calcio, en contraste con las cepas de
Xanthomonas. La temperatura maxima de crecimiento es de 30 °C y la minima de 6 °C. El

contenido en G+C del ADN es del 68 %.
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Figura I.5. Crecimiento de X. ampelinus en medio NA.

Las colonias de X. ampelinus, atendiendo a los caracteres que presentan en agar
nutritivo (NA) (Panagopoulos, 1969) y en extracto de levadura-peptona-glucosa-agar (LPGA)
(Ridé y col., 1983), muestran un crecimiento muy lento, lo cual las diferencia de otras especies
de pigmento amarillo de la familia Comamonadaceae. A la temperatura 6ptima de
crecimiento, 24 °C, en NA, las colonias son redondas, enteras, brillantes, transltcidas, de color
amarillo palido (Figura 1.5.). En LPGA, las colonias aparecen a los 5-10 dias, ligeramente
pigmentadas de amarillo (Figura 1.6), adquiriendo un color mas oscuro con el tiempo. Este

pigmento puede difundirse en el medio LPGA, coloreandolo de marrdn.

k|

Figura I.6. Crecimiento de X. ampelinus en medio LPGA.

1.5.3. Deteccion

Los métodos de identificacidn incluyen tanto visualizacién de caracteres morfoldgicos,
como andlisis de aspectos bioldgicos a través de test bioquimicos y técnicas seroldgicas
(inmunofluorescencia, ELISA). La diferenciacion de X. ampelinus de otros microorganismos de
crecimiento lento es posible mediante reaccion Gram, test de catalasa y oxidasa, produccion
de ureasa vy lipolisis de Tween 80 (Serfontein y col., 1997). Para una rapida identificaciéon del

patdgeno se utilizan test serolégicos con anticuerpos especificos (Erasmus y col., 1974).
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En los ultimos afios, la identificacidn ha ido evolucionando hacia una aproximacion mas
molecular, mediante ensayos de PCR anidada para la deteccién de X. ampelinus en plantas de
vid (Botha y col., 2001). Este método se basa en la amplificacién de parte de la regidn
espaciadora intergénica del ADNr 16S-23S, y presenta como principales ventajas su
sensibilidad, precision y rapidez. Mas recientemente, se ha disefiado un protocolo de PCR en
tiempo real para una deteccion fiable de este patdgeno (Dreo y col., 2007). Este método ha
sido desarrollado para evitar los riesgos asociados a la manipulacién de los productos de PCR,
tales como contaminacion cruzada entre muestras, ya que no es necesario un procesamiento

posterior.

1.6. Objetivos

La necrosis bacteriana es una enfermedad que puede extenderse con facilidad y llegar
a provocar grandes pérdidas econdmicas en vifiedos de todo el mundo. El estudio de la
bacteria que provoca esta patologia, Xylophilus ampelinus, es fundamental. Por ello, los

objetivos que se plantearon al inicio de este trabajo fueron los siguientes:

Desarrollo de una metodologia para la valoracién de la virulencia de X. ampelinus.
Aislamiento de mutantes avirulentos o con virulencia atenuada de X. ampelinus.

Analisis protedmico de X. ampelinus.

H wonN e

Identificacion de factores de patogenicidad de X. ampelinus.
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I1.1. Microorganismos utilizados

I1.1.1. Cepas de Escherichia coli

Escherichia coli DH5a (Hanahan, 1983). Cepa utilizada habitualmente para
experimentos de transformacién y amplificacion de ADN plasmidico. Permite la obtencién de
células competentes con alta eficiencia de transformacion (hasta 5x10® transformantes/pg de
ADN) y baja tasa de recombinacién. Presenta una delecion en el gen lacZ del operdn lac,
susceptible de ser complementada por determinados vectores de clonacidon. Esta a-
complementacidn produce una coloracion azul en la colonia, originada por la accién de la a-
galactosidasa (codificada por lacZ) sobre el compuesto X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactdsido), previamente afiadido al medio de cultivo. Genotipo: F ($p80d lacZAM15)

A(lacZYA-argF)U1609 thi-1 recAl relAl endAl hsdR17 (r'y, m*c) gyrA96 supE44 \.

Escherichia coli LE392 (Maniatis y col., 1982). Cepa susceptible de ser infectada por el
bacteriéfago A y sus derivados, provocando lisis celular. Se utilizd6 en infecciones en medio
liguido para el aislamiento de ADN de bacteriéfagos de interés. Genotipo: el4- (McrA-)

hsdR514 supE44 supF58 lacY1 galK2 galT22 metB1 trp55.

Escherichia coli XL-1 Blue MRA P2. Cepa susceptible de ser infectada por el
bacteriéfago A y sus derivados, provocando lisis celular. Se trata de una cepa lisogénica para el
fago P2 vy, por tanto, capaz de inhibir la capacidad infectiva de los bacteriéfagos A con genes
red y gam activos. Se utilizd para la seleccién especifica de fagos recombinantes en la
construccion de una genoteca de ADN gendmico en el vector A-DASH Il y para infecciones en
medio sdlido. Genotipo: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 gyrA96
relAl lac.

Escherichia coli TransforMax™ EC100D™ pir-116 (Epicentre). Cepa comercial utilizada
para electroporacion con vectores que contienen el origen de replicacion R6Ky. Contiene el
gen pir-116 unido a un marcador de una hidrofolato reductasa (DHFR). Presenta una alta
eficiencia de transformacion (hasta 5x10° transformantes/pg de ADN). Genotipo: F mcrA (mrr-
hsdRMS-mcrBC) 80dlacZ M15 lacX74 recAl endAl araD139 (ara, leu)7697 galU galK rpsL nupG
pir-116(DHFR).

Escherichia coli One Shot® Mach1™-T1* (Invitrogen). Cepa comercial utilizada para

experimentos de transformacién con el vector pET SUMO. Posee una elevada eficiencia de
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transformacion (21x10° transformantes/pg ADN). Genotipo: F* $80/acZAM15 AlacX74 hsdR(r'y,
m'y) recA1398 endAl tonA.

Escherichia coli BL-21(DE3) (Studier y Moffat, 1986). Cepa utilizada para la expresién
de genes regulados por el promotor T7. La designacién DE3 indica que esta cepa es un liségeno
DE3 lambda, el cual contiene el gen para la T7 ARN polimerasa bajo el control del promotor
lacUV5. La expresion de la T7 ARN polimerasa se induce mediante IPTG. Su eficiencia de
transformacion es alta (21x10° transformantes/ug ADN). Genotipo: F ompT hsdSg (r's, mg) gal

dcm (DE3).

Escherichia coli BL-21(DE3)pLysS. Cepa utilizada para la expresién de genes téxicos. La
cepa BL-21(DE3)pLysS contiene el plasmido pLysS, que produce lisozima T7, la cual se une a la
T7 ARN polimerasa e inhibe la transcripcién. El resultado es una reduccién de los niveles

basales de polimerasa. Esta cepa presenta resistencia a cloranfenicol.

I11.1.2 Cepas de Xylophilus ampelinus

Xylophilus ampelinus CFBP2098. Cepa silvestre procedente del INRA (Institut National

de la Recherche Agronomique. Paris, France), aislada en 1979 por Ridé M.

I1.2. Medios de cultivo

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave, a 121 °C durante 20
minutos. Para la obtencion de medios sdlidos, salvo excepciones indicadas, se afiade 2% (p/v)

de agar a la composicion de cada medio.

I1.2.1. Medios de cultivo para Escherichia coli

Medio LB (Luria-Bertani) (Miller, 1972): Bacto-triptona, 10 g/I; extracto de levadura,
5 g/l; NaCl, 10 g/I. Se ajusta el pH a 7,5.

Medio NZY (Miller, 1972): NZ amina tipo A, 10 g/I; extracto de levadura, 5 g/l; NaCl,
5 g/l; MgCl,H,0, 2 g/l. Se ajusta el pH a 7,5. Para medio sélido se afiade agar al 2%, salvo

cuando se utilice como cobertera, en cuyo caso se afiade agar al 0,7%.

Medio SOB (Hanahan, 1983): Bacto-triptona, 20 g/l; extracto de levadura, 5 g/l; NaCl,
0,5 g/I; KCl, 0,186 g/I. Se ajusta el pH a 7. Se utiliza agua Milli-Q. Antes de utilizar el medio se le
afiade 1 ml de una solucién de MgSO, 1 M y 1 ml de MgCl, 1 M, ambas previamente

esterilizadas. Este medio se utiliza para obtener células competentes.
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Medio SOC. Para preparar este medio se parte de medio SOB, al que se afiade glucosa

20 mM.

Medio GYT (Tung y Chow, 1995): Triptona, 25 g/I; extracto de levadura, 12,5 g/I;
10% glicerol (p/v). Este medio se utiliza en la preparacién de células electrocompetentes de

E. coli.

Medio TB (Terrific-Broth) (Tartof y Hobbs, 1987): Bacto-triptona, 12 g; extracto de
levadura, 24 g; glicerol, 4 ml. Se anade agua hasta 900 ml. Una vez esterilizado se afiaden 100
ml de la siguiente solucién de sales: KH,PO, 0,17 M; K,HPO, 0,72 M. Este medio estd
formulado especialmente para incrementar el rendimiento de ADN plasmidico obtenido a

partir de clones transformantes.

I1.2.2. Medios de cultivo para Xylophilus ampelinus

Medio LPGA (Ridé y col., 1983): Bacto-peptona, 7 g/l; extracto de levadura, 7 g/l;

glucosa, 7 g/l. Para medio sélido se afiade agar al 1,5%.

Medio GYCA (Willems y col., 1987b): Extracto de levadura, 5 g/I; glucosa, 1 g/I; CaCOs,
30 g/l; agar, 20 g/I. El agar y el CaCO; se preparan y esterilizan por separado del resto de

componentes.

Medio YGC (Panagopoulos, 1969): Extracto de levadura, 10 g/l; galactosa, 20 g/I;
CaCO0s, 20 g/l; agar, 20 g/l. El agar y el CaCO; se preparan y esterilizan por separado del resto

de componentes.

Medio NB (Nutrient Broth): 8 g/I de un preparado formado por peptona de carne 5 g/I

y extracto de carne 3 g/I. En el caso de medio sélido NA (Nutrient Agar) se afiadié agar al 1,5%.
Medio TSB (Sambrook y Russell, 2001): Tripticaseina de soja, 30 g/l. Se ajusta el pH a
7,2.
I11.2.3. Suplementos de los medios

En determinados casos fue necesario afiadir a los medios de cultivo algln tipo de
suplemento. Todos estos componentes se esterilizaron por filtracion, a excepcién de los que
van disueltos en solventes organicos, que no fueron esterilizados. Todos se conservaron en

forma de solucién y a -20 °C. Se afiadieron al medio estéril a partir de la solucién concentrada.
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11.2.3.1. Antibioticos

Acido nalidixico. Utilizado para evitar el crecimiento de E. coli, se prepard a una

concentraciéon 100 mg/ml en NaOH 0,15 M y agua Milli-Q.

Ampicilina. Preparada en solucidn acuosa a una concentracién de 200 mg/ml. Para la

seleccidn de transformantes se empled a una concentracidn final de 100 pg/ml.

Apramicina. Utilizada para ensayos de resistencia a antibidticos. Se preparé en

solucion acuosa de sulfato de apramicina a una concentracién de 100 mg/ml.

Cefalexina. Antibidtico del grupo de las cefalosporinas, utilizado para ensayos de

resistencia a antibidticos. Se preparé en solucién acuosa a una concentracion de 100 mg/ml.

Cloranfenicol. Utilizado para ensayos de resistencia a antibidticos. Se prepard en

etanol al 70% a una concentracion de 50 mg/ml.

D-Cicloserina. Utilizada para ensayos de resistencia a antibidticos. Preparada en

solucidn acuosa a una concentracion de 2 mg/ml en agua Milli-Q.

Espectinomicina. Antibidtico bacteriostatico, utilizado para ensayos de resistencia a
antibidticos. Se prepard en dimetilsulféxido (DMSO) al 50% (v/v) a una concentracion de 100

mg/ml.

Estreptomicina. Antibidtico bactericida, preparado en solucion acuosa a una

concentracidon de 100 mg/ml. Se utilizé para ensayos de resistencia a antibidticos.

Higromicina. Utilizada para ensayos de resistencia a antibidticos. Se prepard en

solucidn acuosa a una concentracién de 100 mg/ml.

Kanamicina. Antibidtico bactericida de amplio espectro de accidn, preparado en

solucidn acuosa a una concentracién de 100 mg/ml.

Trimetoprima. Antibidtico bacteriostatico, preparado en solucion en DMSO a una

concentracion de 2 mg/ml. Se utilizé para ensayos de resistencia a antibioticos.

I1.2.3.2. Otros aditivos

IPTG (1-isopropil-B-D-galactopirandsido). Se preparé a una concentracién de
200 mg/ml en agua. Para la seleccién de transformantes se utilizéd a una concentracién final de

50 pg/ml.
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X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido). Se prepar6 a una
concentracion de 20 mg/ml en dimetilformamida. Se utilizé a una concentracién final de

50 pug/ml. Se conservé protegido de la luz a -20 °C.

I1.3. Vectores fagicos y plasmidicos

I1.3.1. Vectores plasmidicos

pBluescript Il KS (+). Fagémido multicopia de E. coli de 2,9 kb, derivado del plasmido
pUC19 (ambos comercializados por Stratagene), presentando un mayor nimero de dianas de
restriccion para la insercién de fragmentos exdgenos de ADN. El policonector de clonacidn se
halla flanqueado por los promotores de los fagos T3 y T7, lo cual permite la transcripcion de

ADN exodgeno en determinadas condiciones.

Incluye un fragmento del gen lacZ (subunidad a de la B-galactosidasa) capaz de
complementar la mutacién presente en la B-galactosidasa de algunas cepas de Escherchia coli
portadoras de la deleccién lacZMA15. Esta a-complementacion permite la aparicidon de color
azul en presencia de IPTG (inductor del gen lacZ) y de X-gal (andlogo estructural de la galactosa

y responsable de la aparicion del color azul).

La insercién de un fragmento de ADN foraneo dentro del sitio de clonacién provoca la
interrupcién del gen lacZ. Ademds posee un gen de resistencia al antibidtico B-lactamico

ampicilina (B-lactamasa codificada por el gen bla), que permite la seleccidn de transformantes.

La designacion KS indica la orientacion del sitio de clonacién multiple (5°-Kpnl....Sacl-3")
respecto al extremo 5° del gen lacZ, mientras que SK denotaria la orientacién contraria. Para
conseguir la obtencién de ADN de cadena sencilla, estos vectores poseen el origen de
replicacion monocatenario del fago f1. El simbolo (+) indica que la cadena rescatada al obtener
ADN monocatenario es la codificante para el fragmento del gen lacZ y el simbolo (-) significaria

que la cadena de ADN es la complementaria.

pHMI. Plasmido de 12,8 kb derivado del plasmido pRI40 (Innes y col., 1988). Presenta
resistencia a espectinomicina y estreptomicina. Incluye el gen mob, necesario para la

transferencia de ADN desde una cepa hospedadora mediante conjugacion.

pK18mobsacB (Schéafer y col., 1994). Plasmido de 5,66 kb, que contiene una copia del
gen sacB, que codifica para una enzima que convierte la sacarosa en levansacarosa, que es

toxico para la célula. Incluye un fragmento del gen lacZ y el gen de resistencia a kanamicina.
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pPET SUMO. Plasmido, comercializado por Invitrogen, utilizado para la expresién de
proteinas de fusién recombinantes. Tiene un tamafio de 5,64 kb. La proteina obtenida
contiene una cola de 6 histidinas en el extremo N-terminal. El sitio de clonaje es de tipo TA,
con un residuo de timina en sus extremos, e incluye el promotor T7/ac. Contiene el gen de

resistencia a kanamicina.

I1.3.2. Vectores fagicos

A-DASH II. Vector comercial de Stratagene. Es un vector fagico de reemplazamiento
que se usa para clonar fragmentos grandes de ADN (de 15 a 23 kb). Los bacteriéfagos lambda
intactos presentan en su regién central los genes activos red y gam, y no son capaces de
infectar cepas bacterianas lisogenizadas por el fago P2, como es el caso de XL-1 Blue MRA P2.
En cambio, los fagos en los que ha habido un reemplazamiento de la zona central por el inserto

gue queremos clonar, pueden propagarse utilizando estas cepas hospedadoras.

I1.4. Mantenimiento y cultivo de microorganismos

I1.4.1. Crecimiento de cepas de E. coli

El cultivo de E. coli se llevé a cabo en medio LB o TB, en matraz para cultivo liquido, o
en placa para cultivo en medio sélido. La temperatura de incubacién fue 37 °C, y la agitacidn
220 rpm (en el caso de cultivo liquido). Cuando el experimento asi lo requeria, los medios de

cultivo fueron suplementados con diversas soluciones y/o antibiéticos.

I1.4.2. Crecimiento de cepas de X. ampelinus

El cultivo liquido de X. ampelinus se hizo en medio TSB o LPG, en matraz, incubandolo
a 24 °Cy 220 rpm. Para crecimiento en medio sdlido, se utilizaron placas con medio LPGA,
incubandolas a 24 °C de 5 a 7 dias. En algunos casos fue necesario suplementar el medio con

soluciones y/o antibidticos.

I1.4.3. Mantenimiento de microorganismos

La conservacion de cepas bacterianas se realizd de diferente manera segun el tiempo
de almacenamiento requerido. Para periodos de 2 a 4 meses, se mantuvieron en placas petri
selladas con Parafiim® a 4 °C. Para la conservacion durante periodos de tiempo mas

prolongados se realizaron suspensiones en glicerol al 40% y se conservaron a -20 °C o a -80 °C.
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I1.4.4. Estimacion del crecimiento de los cultivos liquidos

bacterianos

Cuando fue necesario, el crecimiento de los cultivos liquidos fue estimado basdndose

en la absorbancia de los mismos frente a una longitud de onda de 600 nm, determinada con la

ayuda de un espectrofotémetro Hitachi U-2000.

I1.5. Métodos de extraccion y analisis de ADN

I1.5.1. Extraccion de ADN

I1.5.1.1. Limpieza y precipitacion del ADN de una solucién

La eliminacién de proteinas y otras impurezas de las soluciones de ADN, se realizd

mediante un proceso de extraccion con fenol y cloroformo:

v
v

ARadir a la solucién de ADN 1 volumen de fenol-CIA* y agitar bien.

Centrifugar la mezcla 6 minutos a 10000 rpm.

Pasar la fase acuosa a otro tubo. Repetir el proceso hasta que la solucion de ADN
presente la interfase libre de impurezas.

Anadir 1 volumen de CIA a la fase acuosa, para eliminar los restos de fenol.

Agitar y centrifugar la mezcla durante 5 minutos a 10000 rpm. Recuperar la fase

acuosa.

Para la precipitacién, se induce la pérdida de solubilidad en agua del ADN mediante la

adiciéon de sales y un alcohol:

v

Anadir a la solucion de ADN 0,1 volimenes de acetato sédico 3 M, pH 5,2 y 2,5
volimenes de etanol absoluto (mantenido a -20 °C). Como alternativa al etanol, se
puede utilizar 0,6 volimenes de isopropanol (2-propanol) a temperatura ambiente.
Mantener la mezcla al menos durante 2 horas a -20 °C o 30 minutos a -80 °C.
centrifugar a 10000 rpm durante 30 minutos y a 4 °C.

Eliminar el sobrenadante y lavar el precipitado con 1 volumen de etanol 70%, y
centrifugar a 10000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. Retirar el
sobrenadante y dejar secar el precipitado.

Resuspender en agua o en tampon TE®. Conservar a 4 °C 0 a -20 °C durante largos

periodos de tiempo.

! Fenol-CIA: % volumen de fenol neutro pH 7,4 y %2 volumen de CIA. CIA (Cloroformo-alcohol isoamilico): mezclar 24 partes de cloroformo y 1

de alcohol isoamilico.

2 TE: 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA,; pH 8,0; en agua Milli-Q.
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I1.5.1.2. Aislamiento de ADN plasmidico de E. coli

11.5.1.2.1. Aislamiento de ADN plasmidico a pequena escala (Minipreps)

Este método es una modificacion del descrito por Holmes y Quigley (1981). Se utiliza

para el analisis de un elevado nimero de muestras. Con esta técnica se obtienen cantidades de

ADN suficientes para el andlisis de plasmidos recombinantes aislados de transformantes de

E. coli.
Procedimiento:

v" Inocular 1 ml de TB, suplementado con el antibiético adecuado, con una colonia de
E. coli con el plasmido deseado. Incubar 12-14 horas a 37 °C con agitacién orbital.

v Recoger las células por centrifugacién a 13200 rpm durante 5 minutos.

v' Resuspender las células en 200 pl de STET! y afiadir 20 ul de una solucidn de lisozima
(10 mg/ml).

v" Hervir durante 40 segundos.

v' Centrifugar 10 minutos a 13200 rpm. Eliminar el precipitado de restos celulares y
proteinas con la ayuda de un palillo estéril.

v' Precipitar el ADN afiadiendo al sobrenadante 250 ul de isopropanol y 20 pl de acetato
sédico 3 M pH 5,2.

v Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

v' Centrifugar a 13200 rpm durante 10 minutos. Retirar el sobrenadante y lavar el
precipitado con 1 ml de etanol al 70% (v/v). Descartar el sobrenadante y dejar
evaporar por completo el etanol.

v" Resuspender el ADN en 20 pl de TE o agua Milli-Q.

11.5.1.2.2. Aislamiento de ADN plasmidico a gran escala (Lisis alcalina)
Este procedimiento se basa en el método de lisis alcalina descrito por Birnboim y Doly
(1979).

Procedimiento:

v

Inocular la cepa de E. coli de interés en 100 ml de medio TB, suplementado con el
antibidtico que proporciona la presién selectiva para el mantenimiento del plasmido.
Incubar 12—14 horas a 37 °C con agitacion orbital.

Recoger las células por centrifugacién a 5000 rpm durante 10 minutos y resuspender
en 4 ml de solucién TEG® suplementada con lisozima (5 mg/ml). Incubar 10 minutos a

temperatura ambiente.

! STET: 8% sacarosa (p/v); 10 mM Tris-HCI; 50 mM EDTA; 0,5% Triton X-100 (v/v); pH 8,0.
2 Solucion TEG: 25 mM Tris-HCI (pH 8,0); 10 mM EDTA (pH 8,0); 50 mM, glucosa.
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Afadir 8 ml de solucién alcalina® y mezclar suavemente. Incubar en hielo 10 minutos.
Afadir 6 ml de una solucion de acetato pota'lsico2 y agitar. Mantener en hielo 10
minutos.

Centrifugar a 10000 rpm y 4 °C durante 10 minutos. Recoger el sobrenadante y
precipitar con 0,6 volimenes de isopropanol. Mezclar bien y dejar a temperatura
ambiente durante al menos 15 minutos.

Centrifugar a 5000 rpm y temperatura ambiente durante 10 minutos. Lavar el
precipitado con etanol 70%, secar y resuspender en 1 ml de TE.

Afadir RNasa A (40 pg/ml) e incubar 30 minutos a 37 °C.

Realizar los procesos de limpieza y precipitacion descritos en el apartado 11.5.1.1.

Resuspender en 100 pl de TE o agua Milli-Q.

I1.5.1.3. Aislamiento de ADN total de Xylophilus ampelinus

El método empleado para el aislamiento de ADN total de X. ampelinus fue una

modificacién del descrito por Hopwood y col. (1985), que de forma habitual se utiliza para

obtencidn de ADN total de Streptomyces.

Procedimiento:

v

Crecer un cultivo de X. ampelinus en 100 ml de medio TSB, a 24 °Cy 220 rpm durante
2-3 dias.

Centrifugar 10 minutos a 5000 rpm, y lavar el precipitado con una solucién de sacarosa
0,3 M.

Resuspender en 3 ml de solucién de lisis TES® suplementada con lisozima 1 mg/ml.
Incubar a 37 °C durante 10 minutos en un bafio con agua.

Afadir 4 ml de solucién Kirby” (2x) y agitar en un vértex durante 1 minuto.

Anadir 10 ml de fenol-CIA y 5 ml de TE. Centrifugar a 4500 rpm durante 10 minutos.
Recoger la fase acuosa en otro tubo. Repetir este paso, una vez con fenol-CIA y otra
sélo con CIA.

Transferir la parte superior a otro tubo y precipitar con isopropanol y acetato sddico.
Agitar suavemente hasta que se vean hebras.

Recoger las hebras en un tubo y lavarlas con etanol 70%. Centrifugar y dejar secar el
pellet.

Resuspender en 1 ml de TE. Afiadir RNasa A (40 pg/ml) e incubar a 37 °C durante 30

min.

AW N P

Solucion alcalina: NaOH 0,2 Ny SDS 1% (p/v). Preparar en el momento.
Solucion de acetato potasico: 60 ml acetato potasico 5 M; 11,5 ml &cido acético glacial; 28,5 ml agua destilada.
Solucién TES: 75 mM NaCl; 25 mM EDTA; 20 mM Tris-HCI, pH 7,5.

Solucién Kirby (2x): 2 g SDS; 12 g 4-aminosalicilato sodico; 6 ml fenol neutro; 10 ml Tris-HCI 1 M pH 8; agua destilada hasta 100 ml.

31



Materiales y métodos

v Realizar los procesos de limpieza y precipitacion descritos en el apartado 11.5.1.1.

v" Resuspender en 100 pl de TE o agua Milli-Q.

I1.5.2. Evaluacion de la concentracion y pureza del ADN

Las preparaciones de ADN se cuantificaron mediante una medida espectrofotométrica
con la ayuda del equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). El aparato estima la
concentracién de la muestra basandose en su absorbancia a una longitud de onda de 260 nm
(Az60), teniendo en cuenta que la absortividad especifica (concentracidon de una sustancia que
determina una unidad de absorbancia a una longitud de onda establecida) para el ADN de
doble cadena es de 50 pg/ml, mientras que en el caso del ADN de cadena sencilla tiene un

valor de 33 pg/ml.

Por otra parte, el cociente A,g/A,go indica la pureza de la muestra. Una muestra pura
de ADN presenta una relacidn A,g/A.g de 1,8 (Sambrook y Russell, 2001). La presencia de

proteinas contaminantes en las muestras reduce este coeficiente.

Otra valor indicativo de la pureza de la muestra es el cociente A,g/A,30. En el caso de
acidos nucleicos puros se encuentra entre 1,8 y 2,2. Valores inferiores indican la presencia de

contaminantes no proteicos en Ias muestras.
I1.5.3. Tratamiento enzimatico del ADN

I1.5.3.1. Eliminacion enzimatica de acidos nucleicos

Los procesos de purificacion de ADN o de ARN conllevan habitualmente la
contaminacion de las muestras con ARN y ADN respectivamente. Para eliminar de forma
selectiva alguno de los dos tipos de acidos nucleicos se emplearon las enzimas
desoxirribonucleasa | (DNasa |) y ribonucleasa A (RNasa A), de Fermentas, procedentes de
pancreas bovino. La reaccién se incuba durante 30 minutos a 37 °C. La concentracion

empleada varid segun el experimento.

I1.5.3.2. Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion empleadas en este trabajo se utilizaron siguiendo las
recomendaciones del proveedor (Fermentas). Cada enzima requiere de unas condiciones

particulares para su actividad dptima. Se tuvieron en cuenta las siguientes recomendaciones:
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= Afadir menos de 1/10 de volumen de enzima con respecto al volumen final de
la reaccidn, con objeto de diluir el glicerol presente en las soluciones de
conservacion de las enzimas, evitando la inhibicidon de la actividad enzimatica.

= Si el ADN estd resuspendido en TE, la reaccién debe realizarse en un volumen
10 veces mayor que el volumen de ADN a digerir, para asi impedir que
interfiera con el tampdn indicado para la digestion.

= |ncubar las reacciones a la temperatura especificada por el proveedor y
durante un periodo de tiempo que no exceda el de la actividad descrita para la

enzima.

11.5.3.3. Ligacion de fragmentos de ADN

La ligacién de extremos de moléculas lineales de ADN se realizd mediante el enzima
ADN ligasa del fago T4. Esta enzima cataliza la formacidn de enlaces fosfodiéster entre los
extremos 3’-hidroxilo y 5'-fosfato del ADN de doble cadena, requiriendo Mg** y ATP como

cofactores. Se siguieron las instrucciones del fabricante (Fermentas) para su uso.
Procedimiento:

v" Mezclar en un tubo los siguientes componentes y cantidades:

ADN del vector 50 ng
ADN del inserto variable"
Tampon de ligacion (10x) 1x
Ligasa del fago T4 2-7 unidades
Tampon 10x 1x
Agua hasta completar 10 pl volumen final

1 . ’ . . . s . .

la cantidad varia segun el tipo de ligacion (mayor en el caso de ligaciones entre
moléculas con extremos romos) entre 3 y 15 veces superior a la concentracion del
vector.

v"Incubar la mezcla 4 horas a temperatura ambiente o toda la noche a 15 °C (sobre todo
para extremos romos).

v" Transformar en la cepa apropiada de E. coli.

I1.5.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction) es una técnica de
amplificacion de ADN descrita inicialmente por Mullis y Faloona (1987). Este método permite

la obtencién de un elevado nimero de copias de un determinado fragmento, mediante la

33



Materiales y métodos

utilizacion de determinados oligonucleétidos (cebadores) y una ADN polimerasa termoestable.

La amplificacion se basa en la repeticién de un ciclo que consta de tres etapas:

1. Desnaturalizacion: consiste en la separacién de las dos cadenas del ADN molde

(ADN que incluye la secuencia que se desea amplificar) mediante la incubacién a
elevada temperatura (92-96 °C). Las hebras disociadas permaneceran de esta
forma hasta que la temperatura baje lo suficiente como para permitir la unién de
los cebadores.

Anillamiento de los cebadores: consiste en la unidn de dos oligonucledtidos a sus
secuencias complementarias en el ADN molde. Cada uno de ellos es
complementario a una de las dos cadenas de ADN y estan disefiados para quedar
enfrentados por sus extremos 3" tras la hibridacién, flanqueando la region a
amplificar, cuyo tamano sera la distancia entre los dos cebadores. La temperatura
escogida para llevar a cabo este paso constituye un factor critico en la
especificidad y en la eficiencia de la PCR. De forma orientativa, suele estar unos
5°C por debajo de la temperatura de fusibn mds baja de la pareja de
oligonucledtidos.

Extensidn: consiste en la sintesis de ADN desde el extremo 3’ de los cebadores por
la accion de la ADN polimerasa, que emplea como molde la regidn situada entre la
pareja de oligonucledtidos, a una temperatura proxima a los 72 °C, durante un

tiempo que depende de la regién a amplificar.

En el mercado existen diversas ADN polimerasas que se pueden emplear para PCR,

teniendo cada una de ellas unas caracteristicas propias y requiriendo unas condiciones

especificas para llevar a cabo la reaccidn. Se utilizaron tres enzimas:

34

Pagq5000™ DNA polymerase (Stratagene). Se utilizé cuando la introduccion de
un pequeio numero de errores no resultaba crucial para el experimento o
bien cuando se pretendia determinar la temperatura éptima de hibridacion de
unos nuevos oligonucledtidos. Esta enzima deja una desoxiadenina en cada
extremo 3.

KAPA Taq DNA polymerase (Kapa Biosystems). Se utiliz6 cuando fue necesaria
una fidelidad alta en la copia. Esta enzima deja una desoxiadenina en cada

extremo 3.
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KAPA HiFi DNA polymerase (Kapa Biosystems). Se utilizd en experimentos en
los que la fidelidad de la copia debia ser muy elevada. No deja residuos de

desoxiadenina libres.

Los cantidades de los distintos componentes (Tabla Il.1) para la realizaciéon de la
reaccion de amplificacién por PCR varian en funcién de la ADN polimerasa (segun las
instrucciones del fabricante), el tipo de region a amplificar y otros factores. De igual forma, en
algunas reacciones se hace necesario el uso de aditivos que potencian la eficiencia o

especificidad de la reaccién, como es el caso del DMSO, que facilita la separacién de las hebras

del ADN molde.
ADN molde 5-50 ng ADN gendmico. 0,1-5 ng ADN plasmidico
Cebadores (18-24 pb) 0,5 uM
ADN polimerasa 1-2 unidades
MgCl; (suele venir afiadido en el tampdn) 1,5 mM
dNTPs 100-200 pM
Tampon 10x 1x
Agua Hasta completar el volumen de la reaccién

Tabla Il.1. Componentes y cantidades normalmente utilizadas para una reaccién de PCR.

Los tiempos y temperaturas empleados para llevar a cabo una reaccion de PCR
dependen de diversos factores, como el contenido en G+C del ADN, la secuencia de los
oligonucledtidos empleados como cebadores, la longitud del fragmento a amplificar o la
velocidad de procesamiento de la ADN polimerasa, entre otros. De modo general, estos

tiempos y temperaturas se muestran en la Tabla 11.2.

Desnaturalizacién inicial 94-98 °C 5 min 1 ciclo
Desnaturalizacion 94-98 °C 30-60 s
Amplificacion Hibridacion Segun el cebador 30-60 s 25-35 ciclos
Extensién 72 °C 30-60 s/kb
Extension final 72°C 10 min 1 ciclo

Tabla 11.2. Tiempos y temperaturas generales para un programa de PCR.

Al finalizar cualquier reaccion de PCR, se debe analizar el resultado de la misma en un
gel de agarosa, comprobando el tamaiio y la cantidad del fragmento amplificado, asi como la
ausencia de bandas de amplificacion inespecificas.
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IL.5.5. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La electroforesis en geles de agarosa se utilizé para la separacién de moléculas de ADN
en funcién de su peso molecular. Se realizé segun las condiciones descritas por Sambrook y
Russell (2001). Se utilizé agarosa (Pronadisa), disuelta por calentamiento en tampdn TAE* 1x, a
porcentajes entre 0,5% y 2% (p/v) dependiendo del rango de tamafios de los fragmentos de

ADN a separar. La mezcla se vierte en un molde y se deja solidificar.

Las muestras de ADN se mezclaron con tampdn de carga 6x* a una concentracion final
1x. De forma general se utilizaron geles del 1% de agarosa, aplicando una diferencia de
potencial entre 80 y 100 V en cubetas especificas para electroforesis Horizon® 11-14
(Whatman Inc.). La duracion de la electroforesis varidé segun la longitud del gel empleado, asi
como del tamafio de los fragmentos de ADN a estudiar. Una vez finalizada la electroforesis, se
tifio el gel mediante inmersién en una solucién de bromuro de etidio® durante 20 minutos. El
resultado se visualizé sobre un transiluminador de luz UV (Alphalmager® EC, Alpha Innotech) y

se fotografié con la cdmara incorporada en el mismo equipo.

El tamafio de los fragmentos de ADN separados se determind por comparacién con
marcadores de peso molecular de ADN cargados también en el gel. De forma rutinaria se

utilizé el marcador GeneRuler™ 1kb DNA Ladder Plus (Fermentas).

I1.5.5.1. Recuperacion de fragmentos de ADN separados por electroforesis

Para extraer ADN de geles de agarosa se utilizaron dos métodos. El primero de ellos es
una técnica tradicional basada en la congelacidn rdpida de la banda de agarosa y su posterior
centrifugacidon a través de algoddn hidréfobo. El segundo es un kit comercial utilizado

siguiendo las instrucciones del fabricante.

11.5.5.1.1. Método de congelacion rapida (Freeze-squeeze)
Esta técnica, conocida como freeze-squeeze (Tautz y Renz, 1983), es un método rdpido

y sencillo, con un porcentaje de recuperacién del ADN del 80%.
Procedimiento:

v" Una vez visualizado el ADN separado mediante electroforesis, cortar la banda del gel,

procurando que lleve la menor cantidad de agarosa posible. Introducir el fragmento en

! TAE 50x: 242 g Tris base (2 M); 57,1 ml &cido acético glacial [5,7% (v/v)]; 100 ml EDTA 0,5 M pH 8,0 (50 mM); agua destilada hasta completar
11

2 Tampon de carga (6x): 0,25% (p/v) azul de bromofenol; 0,25% (p/v) xilene-cianol; 50% (v/v) glicerol; 0,1 M EDTA; 0,1% SDS; 10 mM TrisHCI;
en solucion acuosa.

Solucion de bromuro de etidio: preparar una solucién concentrada a 10 mg/ml en agua. Para su uso, afiadir 200 pl de la solucién
concentrada a 1 | de agua.
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un microtubo, al que se ha practicado un orificio en el fondo y se ha obturado con
algoddn hidréfobo. Congelar la banda a -20 °C durante 10-15 minutos.

v Colocar el microtubo sobre otro microtubo intacto. Centrifugar a 12000 rpm durante
10 minutos.

v' Limpiary precipitar el ADN tal como se describe en el apartado 11.5.1.1.

v" Resuspender el precipitado en un volumen de agua de 10-20 pl.

11.5.5.1.2. Método de purificacidon en columnas GFX

Este tipo de extraccion se realizé mediante el kit //lustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare). Este kit emplea un agente caotrdpico que desnaturaliza las
proteinas, disuelve la agarosa y promueve la unidon del ADN de doble cadena (0,1-48 kb) a la
matriz de la columna. Una vez que el ADN es retenido, las proteinas y sales contaminantes son
eliminadas mediante un lavado. El ADN es posteriormente eluido en un buffer de baja fuerza
idnica o también en agua. Se obtiene un porcentaje de recuperacion superior al 60%. El

procedimiento seguido fue el descrito en las instrucciones del kit.
I1.5.6. Hibridacion de ADN (Southern blotting)

I1.5.6.1. Transferencia del ADN a una membrana

La transferencia a un soporte sdlido de fragmentos de ADN obtenidos por digestion
con endonucleasas de restriccién y sometidos a migracién electroforética en geles de agarosa
se denomina Southern blotting (Southern, 1975). Esta técnica se basa en la fragmentacion in
situ del ADN, desnaturalizacion del mismo y transferencia de los fragmentos en forma
monocatenaria a la membrana, para su posterior fijacion a la misma mediante radiacién
ultravioleta. La transferencia se realizd mediante un sistema de vacio (VacuGene XL,

Amersham Biosciences).
Procedimiento:

v' Separar los fragmentos de ADN mediante electroforesis, tefiir el gel y fotografiarlo.

v'  Cortar una membrana de nailon HybondTM-N+ (Amersham GE Healthcare) de un
tamafio 1 cm mayor por cada lado que el tamafio del gel y humedecerlo con SSC 2.
Depositarlo en la unidad de transferencia segun las instrucciones del fabricante.

v" Colocar el gel sobre la membrana, comenzando por el extremo con pocillos e ir
dejandolo caer suavemente, tratando de no moverlo una vez que entre en contacto

con la membrana.

! ssc2x: se prepara a partir de SSC 20x, haciendo una dilucién 1:10 en agua.
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v' Encender la bomba de vacio y ajustar la presién para que la transferencia se realice a
50 mbares.

v' Cubrir toda la superficie del gel con solucion despurinizante1 durante 15-20 minutos.
Esta solucién hace que el ADN se despurinice parcialmente, rompiéndose las cadenas
de ADN en fragmentos menores, permitiendo una transferencia mas eficiente. En este
tiempo el frente de migracion del tampén de carga debe cambiar su color de azul a
amarillo.

v' Retirar la solucién y cubrir la superficie del gel con la solucién desnaturalizante®
durante 15-20 minutos. Con esta solucidn la doble hebra se separa, obteniéndose
fragmentos de hebra sencilla, y el tampdn de carga recupera el color azul original.

v Retirar la solucién y cubrir la superficie del gel con la solucién neutralizante® durante
20-25 minutos. Permite mantener el ADN desnaturalizado disminuyendo el valor de
pH.

v' Por ultimo, retirar la solucién neutralizante y cubrir el gel con SSC 20x* durante 30-60
minutos.

v" Eliminar todo el liquido y marcarla posicién de los pocillos del gel sobre el filtro antes
de retirarlo. Apagar la bomba de vacio.

v' Colocar el filtro sobre papel Whatman 3MM vy fijar el ADN al filtro mediante aplicacién
de luz ultravioleta (UV Stratalinker 2400, Stratagene). Lavarlo con SSC 2x para eliminar
el exceso de sales y dejarlo secar.

v Estos filtros se pueden conservar a 4 °C protegidos con papel Whatman 3MM vy papel

de aluminio durante varios meses.

I1.5.6.2. Marcaje de sondas de ADN

El fragmento de 4cido nucleico utilizado como sonda en procesos de hibridacion debe
ser marcado de tal forma que sea posible su posterior deteccién. El sistema de marcaje no
radiactivo comercializado por la compainia Roche (DIG DNA Labeling) emplea un hapteno
esteroide (digoxigenina) para marcar fragmentos de ADN. La digoxigenina esta unida al
nucledtido trifosfato dUTP por un enlace éster susceptible de ser eliminado en condiciones
alcalinas, lo que facilita la posterior reutilizacion de los filtros ya utilizados. Las sondas
marcadas con digoxigenina son generadas enzimaticamente por el método de cebado al azar

(Feinberg y Vogelstein, 1983).

Solucién despurinizante: 0,25 M HCI.

Solucion desnaturalizante: 0,5 N NaOH; 1,5 M NaCl
Solucioén neutralizante: 1,5 M NaCl; 0,5 M Tris-HCI pH 7,5.
SSC 20x: 3 M NaCl; 0,3 M citrato sddico, pH 7,0

AW N P
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El método se basa en la incorporacién al azar en el ADN de un analogo de nucleétidos
(digoxigenina-11-dUTP), gracias a la extensién de hexanucledtidos iniciadores por el fragmento
Klenow de la ADN polimerasa | de E. coli. El procedimiento estd ajustado (proporcién de DIG-
11-dUTP frente a dTTP) para que cada 20-25 nucleétidos incorporados se introduzca una
molécula de digoxigenina. Esta densidad de haptenos del ADN proporciona una gran
sensibilidad en la inmunodeteccién posterior por anticuerpos anti-digoxigenina conjugados

con la enzima fosfatasa alcalina.

Para el marcaje de las sondas se siguieron las instrucciones indicadas en el sistema DIG

DNA Labeling™:

v' Obtener de 10 ng a 3 pg de ADN en forma lineal del fragmento a marcar disuelto en
agua.

v" Desnaturalizar el ADN hirviéndolo durante 10 minutos y transferirlo rapidamente a
hielo para evitar la renaturalizacién. Mezclar el ADN con los siguientes componentes y
cantidades:

Hexanucleotide Mix 10x (Roche)................. 2 ul
DIG DNA Labeling Mix (Roche)...........c.c....... 2 ul
Fragment Klenow enzyme (Fermentas)......2 pl

v Centrifugar para recoger la muestra en el fondo del microtubo.

v"Incubar la mezcla a 37 °C al menos 1 hora (preferiblemente entre 16 y 24 horas).

v' Detener la reaccién afiadiendo 2 ul de EDTA 0,2 M, pH 8,0 y congelar a -20 °C hasta su

uso.

I1.5.6.3. Cuantificacion del marcaje

Un paso importante antes de utilizar la sonda marcada es comprobar su marcaje. Para
ello se realizan diluciones seriadas (1:5) asumiendo que de 1ug de ADN se obtienen 0,78 ug de

sonda marcada. En total se hicieron 7 diluciones.

v Aplicar 1 pl de cada dilucién sobre una membrana de nailon Hybond™-N* (Amersham
GE Healthcare).
v Fijar la sonda mediante luz ultravioleta (UV-Stratalinker 2400, Stratagene).

v' Realizar la deteccidn tipica de una hibridacién descrita en el apartado 11.5.6.4.

! Segn el fabricante, con este método de marcaje, partiendo de 1 pg de ADN se obtienen 0,78 g de sonda marcada tras 20 horas.
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I1.5.6.4. Hibridacion de ADN

El proceso de hibridacién se lleva a cabo una vez que se ha realizado la transferencia
del ADN y se ha marcado la sonda. Se pueden distinguir cuatro fases a lo largo del

procedimiento: prehibridacidn, hibridacion, lavados y deteccion.

La prehibridacidon tiene como finalidad bloquear los sitios activos de la membrana
donde no se han unido acidos nucleicos durante la transferencia y equilibrarla con el tampdn

de prehibridacion.

La hibridacidn permite la unién de la sonda marcada al ADN fijado en la membrana. La
especificidad de esta union depende de las condiciones utilizadas durante la hibridacién: la
temperatura a la que se desarrolla la hibridacion, asi como la concentracién de sales y

detergentes en el tampdn de hibridacion.

Los lavados posibilitan la eliminacidn selectiva de las uniones inespecificas que hayan
podido producirse entre la sonda y el ADN. La disminucidn de la unidn inespecifica durante los
lavados se consigue disminuyendo la concentracién de sales del tampdn de lavado,
aumentando la concentracion de detergentes en el tampdn de lavado, o aumentando la

temperaturay la duracién del lavado.

Por ultimo, la deteccién permite visualizar la hibridacién de la sonda con los

fragmentos de ADN.
Procedimiento:

v" Colocar la membrana en una bolsa de hibridacién y afiadir 20 ml de solucién de
prehibridacién1 por cada 100 cm’ de membrana. Sellar la bolsa herméticamente e
incubar a 42 °C durante 1 6 2 horas (la incubacién se realizaria a 65 °C si la solucion de
prehibridacién no llevase formamida).

v" Hervir la sonda previamente marcada durante 10 minutos, para desnaturalizar el ADN
y enfriar rapidamente en hielo para evitar la renaturalizacion. Afadir la sonda
desnaturalizada a la solucidén de prehibridacién a una concentracion de 5-25 ng/ml.
Esta solucién, llamada solucion de hibridacion, puede ser reutilizada varias veces,
desnaturalizandola de la misma forma.

v" Eliminar la solucién de prehibridacién y afiadir la solucién de hibridacién. Incubar a
42 °C en agitacion durante un minimo de 8-10 horas. Pasado el tiempo de hibridacidn,
recoger la solucion de hibridacién en un tubo para su reutilizacién y conservarla a

-20 °C.

! Solucion de prehibridacion: 5xSSC; 1% agente bloqueante (Blocking Reagent, Roche); 40% formamida,; 1% sarcosil; 0,02% SDS.
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Lavar la membrana dos veces con la solucién de lavado I' durante 15 minutos a
temperatura ambiente en agitacion.

Lavar la membrana dos veces con la solucién de lavado 11° durante 25 minutos a 42 °C
en agitacion.

Equilibrar la membrana con tampdn I*> durante 1 minuto en agitacion.

Bloquear la membrana con tampdn II* durante 30 minutos en agitacion.

Colocar la membrana en una nueva bolsa de hibridacién, afiadir la solucidon de
anticuerpos5 e incubar al menos durante 30 minutos en agitacion.

Lavar la membrana dos veces con tampédn | durante 15 minutos en agitacion.

Eliminar el tampdn | e incubar a con tampon I11° durante 2 minutos en agitacion.
Colocar la membrana en una bolsa de hibridacién, mezclar 45 ul de solucién NBT y
35 ul de solucion X-fosfato® con 10 ml de tampodn lll. Afiadir esta solucion de color a la
bolsa de hibridacion. Sellar la bolsa, cubrirla con papel de aluminio para que esté en
oscuridad, y mantener en agitacion hasta que aparezca la sefial de hibridacidn.

Retirar la solucién de color y detener la reaccion mediante lavado con TE o agua

destilada.

I1.5.7. Secuenciacion de ADN

La secuenciacién de ADN se realizé en el Servicio de Secuenciacion del Laboratorio de

Técnicas Instrumentales de la Universidad de Ledn. Para la reaccién de secuenciacién se utilizd

DYEnamic ET Dye Terminator kit (MegaBACE, Amersham). La amplificacién se llevé a cabo en

un termociclador MJ Research PTC-200. Los fragmentos de ADN se analizaron en un

secuenciador MegaBACE 500 (Amersham).

I1.5.8. Analisis informatico

El analisis y comparacién de secuencias nucleotidicas y proteicas se realizé con los

siguientes programas:

DNAstar (Comprehensive Microcomputer Systems for Molecular Biology; DNAstar Inc.,

Madison, WI EE.UU).

Chromas. Version 2.3 (Technelysium).

Solucion de lavado I: 2xSSC; 0,1% SDS.

Solucion de lavado II: 0,1xSSC; 0,1% SDS.

Tampon I: 100 mM &cido maleico; 150 mM NaCl; pH 7,5; 0,3% Tween 20 (v/v).

Tampon II: 1% agente bloqueante en tampén |.

Solucion de anticuerpos: 15 ml de tampon II; 1,5 pl de anticuerpos (Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments, Roche).

o g B~ W N

Tampon lll: mezcla de dos soluciones que se preparan por separado a una concentracion 10x y se autoclavan. En el momento de uso se

mezclan a una concentracion 1x: 1 M Tris-HCI, pH 9,5; 1 M NaCl, 500 mM MgCl26H:0.
" NBT (azul de nitrotetrazolio): concentracion de uso 75 mg/ml. Soluble en agua o en dimetilformamida 70%.
X-fosfato (BCIP: 5-Bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato): concentracion de uso 50 mg/ml. Soluble en dimetilformamida.
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A través de internet se utilizaron diferentes programas y bases de datos:
EMBL (European Molecular Biology Laboratory, Alemania): www.ebi.ac.uk/.

Blast: www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

ClustalW: www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/

PubMed: www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

SecretomeP 2.0 Server: http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/

SignalP 4.1 Server: http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

I1.6. Transformacion genética de microorganismos

La transformacién es un proceso por el cual se introduce ADN en un microorganismo.
Para ello debe encontrarse en “estado de competencia”, es decir, un estado en el que
presenta alteraciones en su pared y membrana celular, permitiendo la entrada ADN en la
célula. Existen técnicas, basadas en tratamientos quimicos o fisicos, que producen microporos

celulares que permiten que se introduzca el material genético de modo eficiente.

I1.6.1. Transformacion de E. coli por choque térmico

La transformacion mediante choque térmico fue el método general empleado para la
introduccion en E. coli de las diferentes construcciones plasmidicas. Para ello, primero fue
necesario obtener células competentes de la cepa que se pretendia usar en cada caso como

receptora del pldsmido. Este método es el mds adecuado para introducir ADN plasmidico.

I1.6.1.1. Induccién del estado de competencia

Para inducir el estado de competencia en E. coli se siguié el método del cloruro de
rubidio (Hanahan, 1983, 1985). Con este método las células alcanzan eficiencias de hasta 5x10%
transformantes/ug ADN. Es importante trabajar a 4 °C o en bafio de hielo durante todo el

proceso.
Procedimiento:

v" Inocular 10 ml de medio SOB liquido suplementado al 2% con una solucién de Mgl,
con una colonia aislada en medio SOB sélido, incubandolo toda la noche a 37 °Cy a

una agitacion constante de 250 rpm.

! Solucion de Mg: 1 M MgCl26H.0; 1 MgSO47H20. Esterilizar por filtracion.
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Con 1 ml del cultivo anterior, inocular 100 ml de medio SOB liquido, incubandolo en las
mismas condiciones de temperatura y agitacion anteriores.

Cuando el cultivo alcanza una DOgy de 0,4-0,5 enfriar rapidamente en hielo
manteniéndose desde este momento a 4 °C.

Recoger las células por centrifugaciéon durante 5 minutos a 5000 rpmy a 4 °C.
Resuspender el precipitado suavemente en 30 ml de solucidn RF1'. Mantener los
tubos en hielo durante 30 minutos.

Centrifugar 5 minutos a 5000 rpomy a 4 °C.

Retirar el sobrenadante y resuspender el precipitado celular en 8 ml de solucién RF27.
Repartir en alicuotas de 100 ul en tubos de 1,5 ml y congelar inmediatamente en N,

liquido. Conservar los viales de células competentes a -80 °C.

I1.6.1.2. Proceso de transformacion de E. coli

El método de transformacion empleado se baso en el descrito por Hanahan (1983). Se

fundamenta en someter las células competentes anteriormente obtenidas a un choque

térmico.

Procedimiento:

AR

ASERNEENERN

Descongelar las células competentes manteniéndolas en hielo.

Afadir el ADN (hasta un volumen maximo de 10 pl) a 100 pl de células y mantener la
mezcla en hielo durante 30 minutos.

Someter a un choque térmico la mezcla incubandola a 42 °C durante 90 segundos.
Mantener en hielo durante 2 minutos.

Anadir 1 ml de LB e incubar las células durante 1 hora a 37 °C y agitacién a 250 rpm.
Sembrar alicuotas en placas de medio LB sélido suplementado con los aditivos

adecuados a cada caso.

I11.6.2. Transformacioén por electroporacion

Cuando el material genético que se quiere introducir en la bacteria es una molécula

lineal, la transformacidon mediante choque térmico no es muy efectiva. En este caso se emplea

la técnica de electroporacion.

La electroporacién es un método de transformacion de células consistente en la

aplicacion externa de un pulso de corriente eléctrica, que induce la formacidn transitoria de

poros en las membranas celulares por los cuales penetrardan las moléculas de ADN. Este

! Solucion RF1: 100 mM RbCI; 50 mM MnClz; 30 mM acetato potasico; 10 mM CaClz; 15% glicerol; pH 5,8 ajustado con &cido acético 0,2 M.

Esterilizar por filtracion

2 Solucion RF2: 10 mM MOPS; 10 mM RbClI; 75 mM CaCly; 15% glicerol; pH 6,8 ajustado con NaOH. Esterilizar por filtracion.
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proceso se llevo a cabo en un electroporador (GenePulser Xcell, Bio-Rad), que es el que genera

el campo eléctrico, y se utilizaron cubetas para electroporacion de 0,2 cm (Bio-Rad).

I11.6.2.1. Induccién del estado de electrocompetencia

Las células electrocompetentes son células en suspensién en una solucién libre de

iones, que pueden incorporar material genético mediante electroporacioén.

> Preparacion de células electrocompetentes de E. coli (Sambrook y col., 2001):

v

Inocular 50 ml de LB con una colonia aislada de E. coli. Incubar a 37 °Cy 220 rpm hasta
el dia siguiente.

Preparar 4 matraces conteniendo 250 ml de medio LB, e inocular con el cultivo puesto
el dia anterior (12,5 ml por matraz). Incubar a 37 °C y 220 rpm hasta alcanzar una
DOgpo de 0,4.

Mantener en hielo 15-20 minutos.

Recoger las células por centrifugacién y resuspender en 120 ml totales de agua Milli-Q
fria. Centrifugar de nuevo y resuspender en 120 ml de glicerol 10 % frio preparado en
agua Milli-Q.

Resuspender el pellet en 10 ml de glicerol 10 % frio.

Centrifugar y resuspender el pellet final en 1 ml de medio GYT" frio.

Preparar alicuotas de 50 pl congelando inmediatamente en N, liquido. Guardar a

-80 °C.

> Preparacion de células electrocompetentes de X. ampelinus (Do Amaral y col.,

2005):

v

Inocular 500 ml de medio TSB con una colonia aislada de X. ampelinus. Incubar a 24 °C
y 250 rpm hasta alcanzar una DOgy de 0,5-0,6.

Mantener en hielo durante 1 hora aproximadamente.

Recoger las células por centrifugacidn y resuspender en 10 ml de glicerol 10%. Repetir
tres veces.

Centrifugar y resuspender en 2 ml de agua. Hacer tres lavados.

Centrifugar y resuspender el pellet final en 1 ml de glicerol 10%.

Preparar alicuotas de 50 pl congelando inmediatamente en N, liquido. Guardar a

-80 °C.

! Medio GYT: 10% glicerol (v/v); 0,125% extracto de levadura (p/v); 0,25% triptona (p/v).
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I11.6.2.2. Proceso de electroporacion

11.6.2.2.1. Electroporacion de E.coli

Procedimiento:

v' Descongelar en hielo una alicuota de 50 pl de células electrocompetentes vy, a
continuacidn, afadir 100-200 ng del ADN que se quiere introducir.

v" Siempre en hielo, transferir todo el volumen a una cubeta de electroporacién.

v' Colocar la cubeta en el electroporador y dar un pulso eléctrico. Los parametros
eléctricos (voltaje, capacitancia y resistencia) deben ser seleccionados previamente. En
esta transformacion, las condiciones fueron 2,5 kV, 25 uF y 200 Q.

v" Una vez dado el pulso, rapidamente afiadir 1 ml de SOC frio.

v" Incubar a 37 °Cy 200 rpm durante 1 hora.

v" Sembrar en medio LB suplementado con el antibidtico adecuado. Incubar a 37 °C hasta

el dia siguiente.

11.6.2.2.2. Electroporacion de X. ampelinus

Procedimiento:

v'  Descongelar en hielo una alicuota de 50 pl de células electrocompetentes vy, a
continuacion, afadir 200 ng del ADN que se quiere introducir.

v' Siempre en hielo, transferir todo el volumen a una cubeta de electroporacién.

v' Colocar la cubeta en el electroporador y dar un pulso eléctrico. En esta
transformacion, las condiciones fueron 2,0 kV, 25 uF y 200 Q.

v" Una vez dado el pulso, rapidamente afiadir 1 ml de TSB frio con glucosa 20 mM.

v' Poner en agitacién a 24 °Cy 200 rpm durante 8 horas.

v' Sembrar en medio LPGA suplementado con el antibiético adecuado. Incubar a 24 °C

hasta la aparicion de transformantes.

I1.7. Manipulacion de genotecas en vectores fagicos

I1.7.1. Construccion de genotecas

La biblioteca gendmica se construyd en un vector fagico comercial, el vector
A-DASH II/BamHI (Stratagene), en el que se clond el ADN de X. ampelinus. Este vector se eligié
por su capacidad para aceptar fragmentos de ADN exdgeno de gran tamafio (20-23 kb), porque
posibilita la ligacion de digestiones parciales de ADN exdgeno con Sau3Al en el sitio BamHI (ya
gue ambas enzimas generan extremos cohesivos y complementarios entre si), y por la facilidad

para conservar los fagos recombinantes funcionales durante largo tiempo a 4 °C en tampdn
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SM-cloroformo sin necesidad de amplificar la genoteca. El procedimiento a seguir se describe a

continuacion.

Paso |. Extraccion de ADN gendmico de X. ampelinus y digestion parcial para la

obtencidn de fragmentos (20-30 kb) de dicho material genético.

v

Obtener ADN gendmico de X. ampelinus mediante el método descrito en el apartado
11.5.1.3.

Comprobar su integridad y calidad en un gel de agarosa al 0,5%.

Preparar una digestion parcial con la enzima de restriccion Sau3Al:

1. Preparar en hielo la mezcla para 11 tubos:
13 pl tampdn 10X Sau3Al
10 pg ADN
agua hasta 130 pl
2. Meazclar bien y repartir:
20 ulentubon?1
10 pl en tubos n2 2-11
3. Afadir 0,5 pl de enzima al tubo n? 1. La concentracién de la enzima en este tubo es
0,25 U/ul.
4. Retirar 10 pl de la dilucion anterior y afiadir al tubo n2 2. Se repite este paso hasta
el tubo n? 10. El tubo n? 11 es el control de ADN sin digerir.
Incubar a 37 2C durante 20 min. Es importante controlar el tiempo de incubacion.
6. Detener la reaccién con 1 pl de EDTA 0,5 M pH 8.
Analizar las digestiones en un gel de agarosa al 0,5%. Incluir 1 pug de los marcadores
A/HindIll, A/Pstl y el marcador comercial GeneRuler™ 1kb DNA Ladder Plus

(Fermentas).

Una vez conocida la concentracion éptima de enzima Sau3Al necesaria para obtener
fragmentos de ADN de 20-25 kb, escalar la reacciéon para un volumen mayor de
digestidn (digestidn parcial a gran escala), y asi conseguir una buena cantidad de ADN

del tamafio requerido.

Paso |l. Separacién en gradiente de sacarosa de los fragmentos obtenidos a partir de

la digestion parcial con la enzima Sau3Al.

v

Preparar 2 tubos de ultracentrifuga (Ultracentrifuga Beckman Optima' " Max, rotor
SW-55Ti) de 5 ml, y afiadir 2,5 ml de una solucién de sacarosa al 40%" (p/v)y 2,5 mlde
sacarosa al 10%” (p/v).

Tapar con Parafilm® cada tubo y dejarlos reposar en horizontal durante al menos 5
horas para que se establezca el gradiente de sacarosa.

Anadir suavemente 200 pl del ADN digerido parcialmente a cada tubo con sacarosa.

! Solucion de sacarosa 40%: 10 mM Tris-HCI pH8; 1 mM EDTA; 1 mM NaCl; 40 ml de sacarosa 50%.
? Solucion de sacarosa 10%: 10 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA; 1 mM NaCl; 10 ml de sacarosa 50%; agua Milli-Q hasta 50 ml.
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v

Centrifugar durante 18 horas a 4 °C y 30000 rpm.

Con la ayuda de un capilar que se introduce hasta el fondo del tubo y de una bomba
peristaltica, recoger el gradiente en fracciones de 250 ul aproximadamente.

Correr un alicuota (10 ul) de cada fraccion en un gel de agarosa 0,5%. Se precipitara el
ADN de las fracciones que hayan dado una sola banda de unas 20-25 kb.

Resuspender el ADN en 20 ul de agua Milli-Q.

Paso lll. Ligacidn de los fragmentos de ADN gendmico digeridos con Sau3Al a los

brazos del vector A-DASH digeridos con BamHI.

v
v

Realizar la ligacién siguiendo el protocolo descrito en 5.3.3.

Precipitar el ADN y resuspender en 4 pl de agua Milli-Q.

Paso IV. Encapsidacion del ADN recombinante.

La encapsidacién del ADN fégico recombinante originado tras la ligacidn se realizd con

los extractos de empaquetamiento in vitro Gigapack® Ill XL Packaging extract (Stratagene),

siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Segin dicho protocolo, la eficiencia de

la reaccidon de empaquetamiento depende de factores como la cantidad de ADN recombinante

(la eficiencia mas alta se obtiene con unos 0,5 pg de ADN), el volumen y tipo de tampdn en el

que se anade el ADN (hasta 10 pl y tampdn TE), el tiempo de reaccidn (al menos 2 horas) y el

tamafio del ADN a empaquetar (45-48 kb).

ASERNEENERN

Afadir a la solucién de encapsidacion los 4 pl de la ligacidn con el vector A-DASH.
Incubar a 22 °C durante 2 horas.
Afiadir 500 pl de tampdén SM'y 20 pl de cloroformo. Mezclar suavemente.

Conservar a 4 °C (hasta 1 mes).

Paso V. Titulacion de la genoteca mediante infeccién en medio sélido de Escherichia

coli XL-1 Blue MRA (P2).

Previamente a la infeccion en medio sélido, se preparan las células de E. coli XL-1 Blue

MRA (P2).

Procedimiento para la preparacién de células:

v

Sembrar la cepa Escherichia coli XL-1 Blue MRA (P2) en medio LB sélido e incubar 12-
18 horas a 37 °C.

Tomar una colonia aislada e inocular 100 ml de medio LB suplementado con maltosa’
al 0,2% y MgS0, 10 mM.

! Tampon SM: 5.8 g NaCl; 2 g MgS047H.0; 50 ml Tris HCI 1M pH 7.5; 5 ml gelatina 2% (p/v). Afiadir agua hasta 1 L y autoclavar.

La maltosa es necesaria debido a que la proteina que actua como receptora del bacteridfago esta codificada por el gen lamB, que se encuentra
integrado en el operén que contiene los genes para el aprovechamiento del mencionado disacarido.
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v"Incubar a 37 °C con agitacién orbital hasta que la densidad dptica a 600 hm sea de 0,5-
0,8 (lo cual equivale a 4-6x10° células/ml).

v" Repartir los 100 ml del cultivo en alicuotas de 10 ml, y centrifugar a 3500 rpm y a 4 2C
durante 5 minutos.

v' Eliminar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 2,5 ml de MgSO, 10 mM
(concentracion 4x de la original) para infecciones en medio sélido, y en 1 ml
(concentracion 10x de la original) para infecciones en medio liquido.

Estas células pueden almacenarse a 4 °C durante 10-12 dias.

Procedimiento para realizar la infeccién en medio sdlido:

v' Preparar diluciones (desde 10" hasta 10'4) en tampdén SM de la soluciéon de
bacteriéfagos ya encapsidados.

v' En un tubo de 10 ml, afiadir 20 pl de la dilucién de fagos y 200 pl de células
hospedadoras (concentracion 4x). Incubar a 37 °C durante 20 minutos.

v" Afadir 3-5 ml de medio LB con agar al 0,7% (fundido y mantenido a unos 42 °C) al
tubo. Invertir el tubo un par de veces y verter todo el contenido, a modo de cobertera,
sobre una placa de LB.

v"Incubar las placas de cultivo a 37 °C entre 6-8 horas hasta ver los halos de lisis. Las

placas se pueden almacenar a 4 °C.

Finalmente, el nimero de fagos recombinantes obtenidos en el empaquetamiento se
calcula en funcién del nimero de halos de lisis (ufp o unidades formadoras de placas)
aparecidos en las infecciones realizadas en cada placa de cultivo, la dilucion utilizada vy el

volumen de solucidn de fagos afadido.

n° halos x factor de dilucion

Titulo (ufp/mb= volumen plaqueado (ml)

El calculo del numero de fagos recombinantes necesarios para construir una genoteca

completa se realiza aplicando la ecuacién descrita por Clarke y Carbon (1976):

In (1-p)
" In(1-H
N = nimero de fagos recombinantes necesarios

p = probabilidad de que un gen determinado se encuentre representado en algun clon
f = cociente entre el tamafio medio de los insertos y el tamafio real del genoma del organismo

El tamano del genoma completo de X. ampelinus se desconoce, por lo que se ha
asumido como referencia el tamafio de una especie muy proxima filogenéticamente,
Variovorax paradoxus, de aproximadamente 6 Mb (Han y col., 2011). El tamafio promedio

considerado de los fragmentos encapsidados fue 15 kb. La probabilidad de encontrar un gen
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concreto en alguno de los clones deberia ser del 0,9998 (99,98%), para que la genoteca fuese

suficientemente representativa.

I1.7.2. Amplificacion de la genoteca

Para la amplificacién de la genoteca se realiza una infeccion en medio sélido con una

cantidad de bacteriéfagos y de células hospedadoras mayor que en las anteriores infecciones.

Procedimiento:

v
v

Preparar 3 placas grandes (15 cm) con medio LB sélido.

Realizar 10 infecciones, cada una con 50 pl de la genoteca y 250 ul de células
hospedadoras. Incubar a 37 °C durante 25 minutos.

Transcurrido el tiempo de incubacién, afiadir 3-5 ml de medio LB con agar al 0,7% al
tubo. Invertir un par de veces y verter el contenido de 3 tubos, a modo de cobertera,
sobre cada una de las placas de LB preparadas (sobre una de las placas verter el
contenido de 4 tubos).

Incubar a 37 °C unas 8 horas hasta la aparicion de los halos de lisis.

Afadir 20 ml de tampdn SM por placa. Dejar en agitacion 6-7 horas.

Recoger los fagos en suspension en la solucion SM de las 3 placas en un tubo tipo
Falcon. Lavar cada placa con 5 ml de tampdn SM y aiadir al tubo anterior.

Afadir cloroformo (1%) a la solucién de fagos e incubar 10 minutos a temperatura
ambiente, para lisar las bacterias presentes.

Centrifugar 10 minutos a 3500 rpm. Recoger el sobrenadante, donde estaran los fagos
recombinantes.

Afadir cloroformo a una concentracién final de 0,3% (v/v), con la finalidad de
conservar la genoteca a 4 °C. Si se quiere conservar parte de ella a -80 °C, afiadir DMSO
a una concentracion final del 7% (v/v).

Una vez hecha la amplificacién de la genoteca, se vuelve a titular siguiendo el

procedimiento descrito en el paso V del apartado 11.7.1.

I1.7.3. Rastreo de genotecas construidas en vectores fagicos

El procedimiento para rastrear una genoteca fagica consiste, generalmente, en realizar

hibridaciones con una sonda especifica con la finalidad de aislar un determinado clon, que

contenga el gen de interés. Los pasos a seguir se detallan a continuacién.

I1.7.3.1. Marcaje de la sonda y cuantificacion del marcaje

Se siguio el procedimiento descrito en los apartados I1.5.6.2 y 11.5.6.3.
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I11.7.3.2. Infeccion en medio sélido

Se realizan infecciones en placas grandes, siguiendo el procedimiento descrito en el

paso V del apartado I1.7.1. Para el rastreo se utilizan células de la cepa E. coli LE392, ya que la

genoteca sélo contiene fagos recombinantes. Por cada placa se preparan dos tubos con 200 ul

de células hospedadoras y un volumen de la dilucién de fagos equivalente a 10.000-15.000

fagos en placa.

Una vez hecha la incubacidén, se elige la placa que presente los halos de lisis bien

separados, y se transfiere a membranas de nailon.

I1.7.3.3. Transferencia a membranas de nailon

Procedimiento:

v

Cada placa se transfiere a 2 membranas de nailon HybondTM—N+ (Amersham GE
Healthcare). Realizar 3 marcas asimétricas tanto en las placas como en las membranas,
y marcar también la cara que se va a poner en contacto con el ADN. La primera
membrana se mantiene 1 minuto en contacto con la placa, y la segunda 2 minutos.
Preparar 3 bandejas con papel Whatman 3MM empapado en cada una de las
siguientes soluciones:

- Soluciéon desnaturalizante

- Solucién neutralizante

- Solucién SSC 2x

Colocar las membranas sobre el papel empapado con la primera solucién, de forma
que la cara que contiene el ADN quede hacia arriba.

Pasar las membranas de una solucién a otra, incubando durante 5 minutos en cada
una. Antes de pasar a la siguiente solucidn, escurrir las membranas contra la pared de
la bandeja por el lado que no tiene ADN.

Dejar las membranas sobre papel de filtro y fijar el ADN con UV (2 ciclos de 12

segundos, con UV Stratalinker® 2400).

I1.7.3.4. Hibridacion del ADN con la sonda

Se siguio el procedimiento descrito en el apartado 11.5.6.4.

I1.7.3.5. Seleccidn y aislamiento de fagos

Se seleccionan los fagos correspondientes a las sefiales mds intensas aparecidas en

ambas membranas. Una vez localizados en la placa de medio, con la ayuda de una punta de

pipeta cortada en su extremo, se toma el trozo de agar que comprende la mancha

seleccionada, y se pasa a un tubo con 1 ml de tampdn SM y 50 ul de cloroformo. Se mantiene
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en agitacion a 37 °C durante 30 minutos, o a 4 °C durante un minimo de 4 horas

(recomendable).

Se realizan nuevas infecciones en placas medianas (9 cm) empleando 50 ul de las
diluciones 10™ a 10 en SM de los trozos de agar y 100 pl de células hospedadoras. La dilucién
gue presente placas de lisis aisladas se transfiere a membrana y, a continuacion, se hibrida con
la sonda. Se seleccionan las placas de lisis que hayan dado sefial en la membrana, y se pasa el
correspondiente trozo de agar a un tubo con 1 ml de tampdn SM y 50 ul de cloroformo,
procediendo como anteriormente. Para asegurar que las placas de lisis elegidas proceden de
fagos simples, se repite la infeccidn con los nuevos fagos aislados. Tras la transferencia a
membrana y la hibridaciéon se selecciona un fago simple de cada placa y se pasa a un tubo con

1 ml de tampdn SM y 50 ul de cloroformo, manteniéndolo en agitacién.

I1.7.3.6. Amplificacion de los fagos aislados

Para la amplificacién de los fagos simples aislados se realizan 5 infecciones de cada uno

con 10-100 pl de la solucién de fagos y 200 ul de células hospedadoras.

Se recogen los fagos de las placas que presentan lisis casi total con 5 ml de tampdén SM
por placa, y se deja en agitacion a 4 °C durante 8 horas. Transcurrido este tiempo se recoge

todo el volumen en un Unico tubo por fago, y se ainade 1% de cloroformo.

Por ultimo, se realizan nuevas infecciones en medio sdlido para titular los fagos

aislados.

I1.7.3.7. Infeccion en medio liquido

Las infecciones en medio liquido se realizan con 10’ ufp, por lo que segun la titulacion

obtenida en cada fago, se hardn diferentes diluciones.
Procedimiento:

v" Afadir en un tubo un volumen de la suspensién fagica (maximo 300 pl) conteniendo
10" ufp y 2 ml de células hospedadoras (E. coli LE392, concentracién 10x). Incubar 30
minutos a 37 °C.

v' Transcurrido ese tiempo, afiadir la infeccién a 20 ml de medio NZY suplementado con
20% de maltosa, e incubar a 37 °C y 220 rpm hasta la observacion de lisis celular
(aclaramiento del medio o formacion de hilillos).

v" Una vez producida la lisis, afiadir 100 pg/ml de lisozima, 100 pug/ml de RNasa y 1 pg/ml
de DNasa, y mantener en agitacién a 37 °C durante 15 minutos.

v’ Filtrar el cultivo a través de papel de filtro a tubos Corex®.
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Afadir 1,1 g de NaCl y disolver. A continuacion afadir 0,5 volimenes de PEG 6000 y
dejar toda la noche a 4 °C.
Centrifugar el cultivo durante 30 minutos, a 8000 rpm y 4 °C. Resuspender el

precipitado en 500 ul de SM.

I11.7.3.8. Extraccion de ADN fagico

Tras la infeccion en medio liquido se procede a la extraccion de ADN de los fagos

aislados.

Procedimiento:

v

Anadir 1 volumen de CIA a la suspension en SM y centrifugar a 14000 rpm durante 5
minutos. Pasar a otro tubo la fase superior. Repetir este paso.

Anadir 1 volumen de fenol neutro para descapsidar los fagos. Agitar suavemente e
incubar 5 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar 5 minutos a 14000 rpm. Pasar
la fase acuosa a otro tubo.

Extraer la fase acuosa con 1 volumen de fenol-CIA. Centrifugar 5 minutos a 14000 rpm.
Repetir la extraccién con 1 volumen de CIA.

Precipitar el ADN afiadiendo 1/10 volimenes de acetato sédico 3M y 2,5 volimenes de
etanol frio.

Centrifugar 30 minutos y 14000 rpm. Lavar el precipitado con etanol 70%.

Resuspender en 40 pl de TE.

11.7.3.9. Digestion con enzimas de restriccion del ADN fagico

El ADN de los fagos se digiere con distintas enzimas para ver sus patrones de

restriccion y asi comprobar que se trata de fagos diferentes.

Las enzimas mas adecuadas son aquellas que liberan los brazos del vector (20 y 9 kb,

respectivamente), ademas del ADN clonado entre ambos que contiene la secuencia de interés.

Esto se puede comprobar realizando una hibridacidn de Southern. Una vez identificado, se

clona este fragmento en el vector pBluescript KS digerido con la misma enzima que el inserto.

Se seleccionaran aquellas colonias que contengan el inserto, y se realizardan nuevas

restricciones con la finalidad de mapear la construccién y lograr aquella que posea el gen

completo.
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I1.8. Técnicas de mutagénesis de X. ampelinus

I1.8.1. Mutagénesis mediante insercion del transposon EZ-Tn5™

EZ-Tn5™ <R6Kyori/KAN-2> es un transposdén comercial (Epicentre) muy utilizado para

mutagénesis aleatoria. Contiene un origen de replicacidén (R6Kyori), que permite el clonaje de

la regién de ADN gendmico en la cual se insertd el transposén, y un gen de resistencia a

kanamicina (Tn903), que permite la seleccién de los mutantes. Este transposén (Figura 11.1)

puede ser introducido en células huésped mediante electroporacion e insertarse al azar en su

ADN gendmico, pudiendo seleccionarse los clones en placas con kanamicina.

EZ-Tn§™ <REKy ori/ KAN-2> BamH 11939
Xbal 1945

(2001 pb) Sal 1 1951
Acc 11952
Hinc 1l 1953
Ssp 11274 Pst 11961
Xmn 138 Dral414 Dra Il 818 Pvu | 1349 Sph | 1967
SnaB 1176 | Hae Il 521 Xho | 947 ‘ Tsp45 1 1496
N
v o R
ME is R6Ky ori 28 ATG KAN TAA
918 1733
= -
ROKAN-2 RP-1 KAN-2 FP-1
52-75 19071831

Figura Il.1. Transpos6n EZ-Tn5™ <R6Kyori/KAN-2>. (Modificado de www.epibio.com).

El procedimiento a seguir se describe a continuacion:

1.

Electroporacion de células de X. ampelinus con EZ-Tn5™ <R6Kyori/KAN-2> y seleccion de
clones.

La electroporacidon de células electrocompetentes de X. ampelinus se realizé siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 11.6.2.2.2. Se utilizd 1 pl del transposoma EZ-Tn5™
<R6Kyori/KAN-2>Tnp (33 ng/ul), que es un complejo estable formado entre el transposon
EZ-Tn5 <R6Kyori/KAN-2> y la enzima EZ-Tn5 transposasa. Esta enzima es activada por el
Mg+2 intracelular, facilitando la insercién al azar del transposon en el ADN de la célula. La

seleccidn de clones se hizo en placas de LPGA con 10 pug/ml de kanamicina.
Preparacion del ADN gendémico de las células hospedadoras.

Se extrajo el ADN de los clones seleccionados seglin el método ya descrito (apartado
11.5.1.3). Se digirié 1 ug de ADN con las enzimas de restriccion EcoRl y Pvull, las cuales no

tienen dianas en el transposon.

Este ADN digerido debe ser reparado en sus extremos para que sean romos, y fosforilado
en el extremo 5°. Para ello se utilizé el kit comercial End-It™ DNA End-Repair Kit

(Epicentre).

53


http://www.epibio.com/

Materiales y métodos

v' Paracada ADN a reparar preparar en un tubo la siguiente reaccién:
= 5 ultampdn 10x (End- Repair Buffer)
= 5l dNTP mix
=  SpulATP
= 1l enzima (End-Repair Enzyme Mix)
= 1-5pug ADN (en suspensién en TE)
= Agua estéril hasta un volumen de reaccion de 50 pl.
Incubar a temperatura ambiente durante 45 minutos.
Parar la reaccidn calentando a 70 2C durante 10 minutos

Precipitar el ADN con etanol y acetato sédico (ver apartado 11.5.1.1).

SEENENEN

Resuspender en 2,5 ul de agua Milli-Q.

Ligacion del ADN genémico fragmentado.

Se prepard una autoligacion del ADN digerido utilizando 3 pg de ADN y 2 U de ADN ligasa
del fago T4, en un volumen final de 10 pl, e incubandolo a 15 °C hasta el dia siguiente. Una
vez finalizada la ligacién se inactivd la enzima calentando a 70 °C durante 10 min. A
continuacion se hizo una extraccién con CIA y se precipité el ADN con etanol y acetato

sédico, segln se describe en el apartado 11.5.1.1.

Transformacidn y seleccion de clones.

Para la transformacién mediante electroporacién se utilizé 1 ul de la ligacion anterior y
50 pl de células electrocompetentes TransforMax™ EC100D™ pir-116 Electrocompetent
E. coli (Epicentre). Se siguié el procedimiento descrito en el apartado 11.6.2.2.1. Como

antibidtico de seleccidn se utilizo 50 pg/ml de kanamicina.

Extraccion y secuenciacion del ADN de los clones seleccionados.
Una vez extraido el ADN plasmidico de los transformantes, se secuencié utilizando
cebadores especificos (KAN-2 FP-1; R6KAN-2 RP-1) del transposén introducido. La finalidad

es conocer el lugar de insercién del transposdn en el ADN gendmico de la bacteria.

I11.8.2. Mutagénesis dirigida por doble recombinacion

Esta técnica posibilita la delecién de un gen mediante doble recombinacion. Para ello,

se amplificaron las secuencias inmediatamente anterior y posterior al gen a delecionar, y se

clonaron en el plasmido pK18mobsacB. Este vector contiene el gen sacB, letal para la bacteria

cuando crece en presencia de sacarosa, y el gen de resistencia a kanamicina. Una vez

conseguida la construccion, se transformé mediante electroporacion en X. ampelinus. Las

particulares caracteristicas del plasmido permitirdn la posterior seleccion de dobles

recombinantes.
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Procedimiento:
1. Amplificacion de las regiones corriente arriba y corriente abajo del gen.

Para la amplificacién de la regidn al inicio del gen se disefiaron dos oligos con dianas de
restriccidn en sus extremos 5° para BamHI y Xbal, respectivamente. Para la amplificacion
de la region corriente abajo la pareja de oligos disefiados presenté dianas de restriccion en
sus extremos para Xbal y Hindlll, respectivamente.

Una vez realizadas las dos PCR independientes con cada pareja de oligos, los productos
fueron aislados (segun procedimiento descrito en el apartado 11.5.5.1.2) y se digirieron con
Xbal. Transcurrido el tiempo de digestion, se inactivd la enzima calentando la reaccién a
70 °C durante 10 minutos. A continuaciéon se limpié de impurezas con CIA y se precipitd
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 11.5.1.1. Se resuspendié el precipitado

en 20 pl de agua.
2. Ligacion de los fragmentos de PCR.

Los dos fragmentos de ADN obtenidos por PCR y ya digeridos, se ligaron siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 11.5.3.3. El resultado de la ligacidn es un fragmento
de ADN formado por las secuencias anterior y posterior del gen a delecionar.

Tras la inactivacién de la enzima, la reaccion se limpid con CIA y se precipitd siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 11.5.1.1. Se resuspendio el precipitado en 40 pl de

agua.
3. Ligacion del fragmento de ADN al plasmido pK18mobsacB y transformacion en E.coli.

Para poder ligar el ADN amplificado al plasmido pK18mobsacB, se digirieron ambos ADN
(pldsmido e inserto) con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll. Transcurrido el tiempo
de incubacidn de la reaccion, se limpié con CIA y se precipitd el ADN.

La ligacidn se realizé siguiendo el procedimiento habitual (apartado 11.5.3.3).

La construccion plasmidica se transformd en E. coli DH5a, segun el procedimiento descrito
en el apartado 11.6.1.2. La siembra de la transformacion se hizo en placas de medio LB
suplementado con 50 pg/ml de kanamicina, IPTG y X-Gal. Sélo creceran aquellas bacterias
qgue hayan integrado el plasmido.

Al dia siguiente, se seleccionaron las colonias blancas que crecieron en la placa, y se aisld y
digirié su plasmido, para comprobar si eran portadoras de la construcciéon adecuada. El

plasmido aislado se secuencid para confirmar dicha construccién.
4. Transformacion de la construccion en X. ampelinus mediante electroporacion.

La construccion formada por el plasmido pK18mobsacB y el fragmento de ADN
correspondiente a las secuencias flanqueantes del gen a delecionar, se introdujo en

X. ampelinus mediante electroporacién (ver apartado 11.6.2.2.2). El producto de la
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electroporacion se sembré en placas de medio LB suplementado con 25 pg/ml de
kanamicina. La presion selectiva del antibidtico sélo permitird el crecimiento de aquellas
bacterias que hayan integrado el plasmido en su cromosoma mediante una primera

recombinacién homdloga.
Cultivo y seleccion de transformantes.

Los posibles mutantes obtenidos tras la electroporacion se crecieron durante 24 horas en
50 ml de medio TSB. A continuacidn se midié la densidad optica del cultivo, y se sembraron
5x10”, 5x10° y 5x10° células en placas con medio LPGA y placas con LPGA suplementado
con 10% de sacarosa. Todas las siembras se hicieron por duplicado.

Las colonias que aparecieron en las placas se pasaron, simultdneamente, a placas de LPGA
con 10% de sacarosa y a placas de LPGA con 10% de sacarosa y 50 pg/ml de kanamicina.
Puesto que el plasmido pK18mobsacB contiene el gen sacB, letal para la bacteria cuando
crece en presencia de sacarosa, las cepas resistentes a sacarosa y sensibles a kanamicina
habran eliminado el plasmido integrado mediante una segunda recombinacién homdloga.
En el cromosoma bacteriano quedara una copia del gen, la original o la delecionada, lo cual

se determinara por PCR y por hibridaciéon con una sonda marcada del gen (Southern).

I1.9. Métodos de extraccion y analisis de proteinas

I11.9.1. Extraccion de proteinas para analisis protedmico

Se realizé un pre-cultivo de X. ampelinus en medio TSB, y se incubd a 24 °Cy 220 rpm

hasta alcanzar una DOgy de 1,5. Se prepararon 6 matraces con 200 ml de medio TSB cada uno,

y se inocularon con el volumen adecuado del pre-cultivo para que la DOgy inicial fuese 0,05.

Por un lado, 3 cultivos se utilizaron como control negativo, suplementandolos con 20 ml de

tampon de rotura de hojas’. A los 3 cultivos restantes se les afiadié 20 ml de extracto de hojas,

gue se prepard como se describe a continuacion:

Pesar 75 g de hojas de vid.
Triturar en 150 ml de tampdn de rotura de hojas.
Filtrar a través de Nytal para eliminar restos sélidos.

Centrifugar el filtrado durante 20 minutos a 8000 rpmy a 4 °C.

AN NI NN

Filtrar a través del dispositivo Vivaspin 20 (Sartorius Stedim Biotech) con un limite de 10
kDa.

Congelar a -80 2C hasta su uso.

<

! Tampon de rotura de hojas: 25 mM Tris pH 7,0, 50 mM NaCl, 5 mM MgSO47H:0, 10% etanol, 1 mM DTT. Afiadir agua hasta 150 ml.
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Los 6 cultivos se incubaron a 24 °C y 220 rpm hasta alcanzar una DOgy de 1,8,

aproximadamente. Todo el proceso de extraccion de proteinas se realizé en frio.

11.9.1.1. Extraccion de proteinas citoplasmaticas

Las proteinas citoplasmaticas fueron aisladas siguiendo el protocolo descrito en

Fernandez-Acero y col. (2006) con algunas modificaciones.

Procedimiento:

v
v

Recoger las células por centrifugacion y lavarlas dos veces con agua destilada.

Lisar el pellet del cultivo en 5 ml de tampédn de lisis™.

Romper las células mediante ultrasonidos con la ayuda de un equipo de sonicacion
Sonifier® B-12 (Branson Sonic Power Company). Se sometieron a un total de 30 ciclos
(ciclos de 6 s “on” y 15-20 s “off”) y a nivel de potencia 6, refrigerandose la muestra en
hielo durante 5 minutos cada 10 ciclos.

Centrifugar 10 minutos a 12000 rpm y pasar el sobrenadante a otro tubo.

Precipitar el sobrenadante con 1 volumen de una solucién fria de 20% (p/v) de 2,2,2-
tricloroacético (TCA) en acetona conteniendo 0,14% (p/v) de 1,4-ditiotreitol (DTT).
Incubar al menos 1 hora a -20 °C.

Centrifugar 10 minutos a 12000 rpm y lavar dos veces el precipitado con 1 volumen de
acetona fria con 0,07% de DTT. Repetir el lavado con acetona al 80%.

Resuspender el pellet final en 500 pl de tampdn U/C%. Mantener en agitacién un
minimo de 2 horas.

Eliminar impurezas no disueltas mediante centrifugacién. Recoger el sobrenadante y

conservarlo a -80 °C.

11.9.1.2. Extraccion de proteinas extracelulares

Las proteinas extracelulares fueron aisladas siguiendo el protocolo utilizado por Jamiy

col. (2010), con algunas variantes, que se describe a continuacion.

Procedimiento:

v
v

Centrifugar 100 ml de cultivo durante 15 minutos a 10000 rpm vy 4 °C.

Filtrar el sobrenadante a través de un filtro de membrana de 0,45 um (Millipore),
utilizando una bomba de vacio. Centrifugar durante 10 minutos a 10000 rpm y 4 °C.
Afadir al sobrenadante 1 volumen de una solucién fria de 20% de TCA en acetona

conteniendo 0,14% (p/v) de DTT. Incubar la mezcla toda la noche a -20 °C.

! Tampon de lisis: 40 pl/ml de inhibidor de proteasa (Roche), 40mM Tris-HCI, 4% Triton X-100.
2 Tampon U/C: 8 M urea, 2% CHAPS, 20 mM DTT, 0.002% azul de bromofenol. Una vez filtrado, conservar a -20 °C.
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v' Centrifugar durante 10 minutos a 10000 rpm y 4 °C, y eliminar el sobrenadante por
completo.

v' lavar el precipitado dos veces con acetona fria conteniendo 0,07% de DTT, y una vez
con acetona fria al 80% en agua Milli-Q.

v" Resuspender el pellet final en 500 pl tampdn de muestra U/C. Mantener en agitacién

hasta su total resuspension y conservar a -80 °C.
y

11.9.2. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de la cantidad total de proteinas presentes en una solucion se llevd a
cabo mediante el método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando el reactivo Bio-Rad Protein
Assay Dye Reagent (Bio-Rad), segun las instrucciones del fabricante. La concentracion de
proteinas se calculd comparando los valores de absorbancia de las muestras a 595 nm con los
de una recta patréon de albumina sérica bovina (Takara) preparada con concentraciones de
proteina conocidas. Para evitar amplios mdrgenes de error es necesario realizar una nueva
recta patrén cada vez que se quieren cuantificar proteinas, dada la variabilidad de intensidad

de color del reactivo Bradford a lo largo del tiempo.

11.9.3. Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida

La electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida o SDS-PAGE (sodium dodecy!
sulfate — polyacrylamide gel electrophoresis) permite la separacién de las diferentes proteinas
presentes en una mezcla, atendiendo exclusivamente a su tamafio, sin que la carga eléctrica

de la proteina o su estructura espacial influyan en la movilidad electroforética de la misma.

El gel desnaturalizante de poliacrilamida consta de dos fases, en cada una de las cuales
la poliacrilamida presenta una concentracién diferente: el gel concentrador, en la parte
superior, que permite concentrar las muestras, y el gel separador, en la parte inferior, y que se
encarga de separar las proteinas segln su tamafio. Estos geles tienen en su composicion SDS,
un detergente anidnico que desnaturaliza las proteinas y les confiere una carga neta negativa,

asi como una relacién entre carga y masa idéntica.

Los geles de poliacrilamida se elaboraron segun la técnica descrita por Shapiro y col.

(1967). Se empled el sistema MiniProtean Il (Bio-Rad).
Procedimiento:

v' Limpiar los cristales con etanol y montarlos sobre el soporte, segun las instrucciones
del fabricante, con el cristal pequefio hacia adelante y los separadores en los

extremos. En funcién del volumen de carga, se elige el peine y los separadores de un
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grosor determinado. Para comprobar que el montaje ha sido correcto, y por lo tanto,
no hay pérdidas, llenar el espacio entre los cristales con agua destilada.

v' Preparar en un tubo de polipropileno de 10 ml la mezcla para el gel separadorl. La
concentracion final de acrilamida dependera de la resolucion que se quiera conseguir.
De forma general, se utilizé un gel separador al 12% de acrilamida (ProtoGel®, National
Diagnosis). Para geles de 0,75 mm de grosor, preparar 5 ml de gel separador por cada
gel.

v Retirar el agua destilada que se puso entre los cristales y afiadir unos 4 ml de la mezcla
con acrilamida al 12%. El TEMED es un agente polimerizante, y el persulfato aménico
es un catalizador, por lo que una vez afiadidos, debe echarse rdpidamente la mezcla
entre los cristales, evitando que polimerice en el tubo.

v Cubrir la mezcla que esta entre los cristales con isopropanol, para igualar el frente y
eliminar burbujas. Dejar polimerizar a temperatura ambiente durante al menos 30
minutos.

v" Eliminar el 2-propanol y lavar con agua para eliminar los restos del alcohol.

v' Preparar en un nuevo tubo la mezcla para el gel concentrador’. En este gel, la
poliacrilamida debe estar al 5% de concentracion. Preparar un volumen de 2 ml por
cada gel a polimerizar.

v Eliminar los restos de agua y afiadir la mezcla de acrilamida. Introducir el peine antes
de que el gel polimerice.

v Una vez polimerizado el gel concentrador, introducir el gel en la cubeta de
electroforesis, y llenarla con el tampdn de electroforesis’. Retirar el peine con cuidado
para no deformar los pocillos.

v" Afadir tampén de carga4 a las muestras (8 pl de tampdn por cada 30 pl de muestra), y
hervirlas durante 5 minutos para desnaturalizar las proteinas.

v' Preparar el marcador afiadiendo 15 pl de buffer de muestra a 5 pl de marcador de
peso molecular para SDS-PAGE (SDS-PAGE Standards, Broad Range, Bio-Rad).

v' Cargar las muestras de proteinas en el gel junto con el marcador y someter a
electroforesis a 150 V durante algo mas de 1 hora, hasta que el colorante de las
muestras comience a salir del gel.

v' Una vez finalizada la electroforesis, se desmontan los cristales para poder extraer el

gel y tefiirlo. Para la tincion de los geles de proteinas se empled el método del

! Gel separador (12% acrilamida): 1,70 ml agua destilada; 2 ml acrilamida 30% (p/v); 1,30 ml tampon Tris HCI 1,5 M pH 8,8; 50 pl SDS 10%
/v); 2 pl TEMED; 50 pl persulfato aménico 10% (p/v).
Gel concentrador (5% acrilamida): 1,40 ml agua destilada; 330 l acrilamida 30% (p/v); 250 pl tampon Tris HCI 1,5 M pH 6,8; 20 pl SDS 10%
/v); 2 pl TEMED; 20 pl persulfato aménico 10% (p/v).

Tampon de electroforesis para SDS-PAGE (10X): 0,25 M Tris-HCI pH 8,8; 2 M glicina; 1% SDS.
Tampon de carga: 1,2 ml Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; 2 ml SDS 10%; 1 ml glicerol; 500 pl azul de bromofenol 0,5% (p/v); 4,85 ml agua destilada.
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coomassie coloidal (Candiano y col., 2004), que permite la obtencién de geles mas
limpios y con una sensibilidad préxima a las tinciones con plata:

e  Colocar el gel sobre una placa petri de 15 cm u otro recipiente similar, y
cubrirlo durante 30 minutos y en agitacion suave con una soluciéon de fijaciénl,
que estabiliza las proteinas en la matriz del gel.

e  Recuperar la solucidon de fijacion para su reutilizacién, y hacer dos lavados con
agua Milli-Q de 10 minutos cada uno en agitacion suave.

e  Eliminar el agua y afiadir la solucién de coomassie coloidal’ manteniendo la
agitacion.

. Tras alcanzar la intensidad de tincion deseada, recuperar la solucion de

coomassie y lavar con agua Milli-Q para eliminar la tincion de fondo.

11.9.4. Identificacion de proteinas mediante espectrometria de

masas

La identificacién de las proteinas aparecidas en el gel SDS-PAGE se llevd a cabo en el
servicio de protedmica de INBIOTEC. Las proteinas se separaron en geles bidimensionales
(2-DE), se extrajeron las de mejor resolucion y aquellas que presentaron diferencias de
expresiéon. A continuacién se digirieron con tripsina y se analizaron mediante espectrometria
de masas (MS) MALDI-TOF/TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-Flight) y
espectrometria de masas en tandem (MS/MS) de los péptidos, obteniéndose un espectro de
masas denominado “huella peptidica” y un espectro de fragmentacidn, respectivamente. La
identificacién se realiza de forma automatica mediante el sistema GPS (Global Protein Server,
Applied Biosystems), combinando ambos tipos de espectros (MS-MS/MS) obtenidos para cada
muestra y usando como motor de bisqueda MASCOT (Matrix Science) sobre bases de datos de

secuencias de proteinas.

I1.9.5. Expresion de proteinas en el sistema de expresion pET

SUMO

Este sistema de expresion utiliza una proteina de pequefio tamafio (11 kDa)
denominada SUMO (small ubiquitin-like modifier) que permite la expresidn, purificacion y la
generacion de proteinas de fusion recombinantes en E. coli. La fusién con SUMO puede
incrementar la expresién de proteinas recombinantes y mejora la solubilidad de proteinas

parcialmente insolubles.

! Solucion de fijacion: acido acético glacial 7% (v/v), metanol 7% (v/v).
Solucion de coomassie coloidal: &cido fosférico 10% (v/v), metanol 20% (v/v), sulfato aménico 10% (p/v), azul de coomassie G-250 0,12%.
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Los vectores de expresion pET presentan como ventaja la elevada actividad vy
especificidad de la ARN polimerasa del bacteriéfago T7, permitiendo la regulaciéon de la

expresion de genes en E. coli desde el promotor T7.

Con los sistemas pET se utiliza la cepa de expresion E. coli BL21(DE3), que contiene el
ADN del bacteriofago DE3 integrado en su cromosoma. Este bacteridéfago es portador del gen
codificante de la ARN polimerasa del fago T7, regulado por el promotor /acUV5 cuya actividad
se induce por la adiccién de IPTG. El vector de expresion pET incorpora una regién promotora
reconocida por la ARN polimerasa del T7, por lo que la adiccién de IPTG hace que esta

polimerasa induzca la expresién de la proteina integrada en el vector.

A continuacidn se detallan los pasos del proceso de clonaje y expresién del gen de

interés fusionado a la proteina SUMO.
Procedimiento:

1. Amplificacion mediante PCR del gen de interés.
Se disefian oligos especificos para la amplificacién completa del gen, desde el inicio hasta el
final. Se debe comprobar la correcta amplificacion mediante secuenciacién, ya que no
puede haber ningln error en la secuencia de nucleétidos.

2. Ligacion del producto de PCR en el vector pET SUMO.
El producto de la PCR anterior debe tener una adenina libre en el extremo 3°, para que la
ligacidn con el pET SUMO sea efectiva. Se utilizaron los reactivos y las cantidades indicadas
en el manual “Champion™ pET SUMO Protein Expression System” (Invitrogen).

3. Transformacion en las células competentes E. coli One Shot® Mach1™-T1.
Una vez ligado el inserto al pET SUMO, se realiza la transformacion de la construccién en

las células competentes E. coli One Shot® Mach1™-T1%:

v' Afadir 2 pl de la ligacion en el vial de células competentes.

v Incubar en hielo de 5 a 30 minutos.

v' Someter las células a un choque térmico a 42 °C durante 30 segundos, y pasar
inmediatamente a hielo.

v" Afiadir 250 pl de medio SOC.

v" Mantener en agitacion (200 rpm) y a 37 2C durante 1 hora.

v' Sembrar 100 y 200 pl de la transformacion en placas de LB con kanamicina 100 pg/ml.

v" Incubar las placas a 37 2C hasta el dia siguiente.

4. Seleccion de colonias y aislamiento de ADN plasmidico. Analisis del plasmido mediante
restriccion y secuenciacion.
Una vez seleccionadas las colonias en placa, se aisla el plasmido de 10-12 de ellas.
Posteriormente, hay que comprobar la presencia y orientacién del inserto mediante

digestién con enzimas de restriccién. Para confirmar que el gen esta en la correcta
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orientacion y en fase con el extremo N-terminal, se debe secuenciar la construccion.
También se pueden analizar los transformantes positivos mediante PCR.

5. Seleccion de un transformante positivo, aislamiento del plasmido y transformacién en
E. coli BL21(DE3).
Una vez aislado y purificado el plasmido de un transformante positivo, se transforma la
construccidn en las células competentes E. coli BL21(DE3)1. Estas células son las indicadas
especialmente para la expresion de proteinas recombinantes. Es conveniente transformar
también un control positivo, como el plasmido pET SUMO/CAT, que permite la expresidon

de la proteina de fusién SUMO-CAT.

v" Colocar un vial de células BL21(DE3) por cada transformacién en bafio de hielo.

v' Afadir 5-10 ng de ADN plasmidico en cada vial de células.

v Incubar en hielo durante 30 minutos

v' Someter las células a un choque térmico a 42 °C durante 30 segundos, y pasar
inmediatamente a hielo.

v' Afadir 250 pl de medio SOC.

v" Mantener en agitacion (200 rpm) y a 37 2C durante 1 hora.

v' ARadir toda la reaccién de transformacién a 10 ml de LB con kanamicina 50 pg/mly 1%
de glucosaz.

v" Incubar a 37 2C con agitacion (200 rpm) hasta el dia siguiente.

6. Induccidn de la expresién con IPTG.
Una vez crecidos los transformantes, se induce la expresion con IPTG durante varias horas.
Se toman varias muestras a diferentes tiempos para determinar el tiempo de expresidn

Optimo. La finalidad es optimizar la expresidn para maximizar la produccidn de proteina.

v" Inocular 14 ml de LB con kanamicina 50 pg/ml y 1% de glucosa, con 1 ml del cultivo
incubado toda la noche (ver paso anterior).

v' Crecer 2 horas, aproximadamente, a 37 2C con agitacién, hasta que la DO, sea 0,4-0,6.

v' Repartir el cultivo en dos tubos con 5 ml cada uno. Hacer lo mismo con el cultivo
control. Afadir IPTG a una concentracién final de 1 mM a uno de los cultivos, de tal
manera que se tendra un cultivo inducido y otro no inducido.

v" Tomar una alicuota de 500 pl de cada cultivo, centrifugar a maxima velocidad en una
microcentrifuga durante 30 segundos, y eliminar el sobrenadante. Conservar los pellets
a-20 °C. Estas seran las muestras a tiempo 0.

v/ Continuar con la incubacién de los cultivos a 37 2C con agitacién.

v" Tomar muestras de cada cultivo cada hora hasta las 6 horas. Para cada tiempo coger

500 ul de muestra y procesar como las de tiempo O.

7. Anadlisis de muestras en gel SDS-PAGE.
Una vez finalizada la expresion, las muestras son analizadas en un gel SDS-PAGE (ver el

procedimiento en el apartado 11.9.3).

1 En el caso de expresion de genes toxicos para la célula, se pueden utilizar las células E. coli BL21(DE3)pLysS, que reducen el nivel de
expresion basal del gen.

La glucosa aumenta la solubilidad de la proteina y disminuye la expresion basal.
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v" Resuspender el pellet de cada muestra en 80 pl de tampdn de carga SDS-PAGE 1xy 1 pl
de B-mercaptoetanol.
v" Hervir las muestras 10 minutos y centrifugar 1 minuto.

v' Cargar 10 pl del sobrenadante en el gel y conservar a =20 2C el resto de la muestra.

I1.10. Ensayos sobre hojas de vid

11.10.1. Obtencion de microtallos de vid para cultivo in vitro

Para el ensayo sobre hojas de vid se utilizaron plantulas cultivadas in vitro. El material
vegetal de partida fueron varetas de vid de la variedad tempranillo, recogidas en los meses de
septiembre-octubre, que fueron tratadas con fungicida con base de cobre, y colocadas en
tarros con agua en una cdmara de crecimiento a 25 °C y fotoperiodo de 16 h de luzy 8 h de
oscuridad. Tras aproximadamente 2 meses de induccién, las yemas comenzaron a brotar.
Como explantos se tomaron yemas brotadas con 4-5 hojas expandidas, de las que se aislaron

segmentos nodales con al menos 2 yemas axilares cada uno para su establecimiento in vitro.

Los explantos se esterilizaron con etanol al 70% durante 1 minuto, y a continuacion
con una solucion de hipoclorito sédico 0,4% suplementada con 4 gotas de Tween 20® (200 pl)
durante 5 minutos, todo ello en agitacién. A continuacién se realizaron 5 lavados con agua

destilada estéril, hasta eliminar completamente los restos de hipoclorito.

El establecimiento in vitro se realizé en campana de flujo laminar y bajo condiciones de
esterilidad. Se aislaron segmentos nodales de vid que contenian al menos 2 yemas axilares.
Estos segmentos nodales fueron colocados en medio MS (4,43 g/l) con sacarosa (20 g/l),
benciladenina (1 mg/l) y agar (8 g/l), pH 5.8, y cultivados a 25 °Cy un fotoperiodo de 16h de luz
y 8h de oscuridad durante 45 dias. Una vez brotadas las yemas axilares se aislaron nuevos
segmentos nodales como explantos para un nuevo ciclo de multiplicacidon. Los segmentos
nodales asi obtenidos se cultivaron como se describidé anteriormente. El subcultivo de los

microtallos asi obtenidos a un medio fresco se realizé cada 45 dias.

11.10.2. Inoculacion sobre heridas en hojas de vid
Procedimiento:

v' Se recogieron 10 ml de un cultivo de X. ampelinus de DOgq igual a 1. Se centrifugaron

durante 10 min a 8000 rpm y se resuspendié el sedimento en 1 ml de glicerol 20%.
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Se cogieron hojas procedentes de plantulas de vid crecidas in vitro y se les realizé una
lesidn con una aguja estéril. Se colocaron sobre placas de agar (2%), con el envés hacia
arriba.

Se utilizé una placa para cada cepa o condicidn, y en cada placa se pusieron 3 hojas, y
se inocularon con 10 pl.

En placas independientes se inocularon hojas con glicerol pero sin la bacteria, como
control negativo, y hojas con la cepa silvestre, como control positivo.

Todas las placas se sellaron con Parafilm®. Se incubaron a temperatura ambiente en
un armario con fotoperiodo (12 horas de luz / 12 horas de oscuridad) hasta la

aparicidn evidente de lesiones.

11.10.3. Determinacion de la necrosis foliar

La infeccion realizada en las hojas de vid produce una lisis celular que ocasiona la

pérdida de electrolitos. La medida de la conductividad permite cuantificar la necrosis foliar

(Ottmann y col., 2009).

Procedimiento:

v

Afadir 2 ml de agua destilada a 5 hojas, inoculadas con el mismo clon, de 1 cm de
didmetro, aproximadamente. Dejar macerando durante 10 minutos.
Pasar el sobrenadante a otro tubo y medir la conductividad con un conductivimetro

(CRISON 522).

I1.11. Ensayo de sensibilidad a cationes

El estudio de sensibilidad de distintos clones a una serie de iones metalicos se realizd

siguiendo, en lineas generales, el experimento desarrollado por Liy col. (2011). Se llevé a cabo

en placas de medio LPGA, suplementando el medio de forma individual con diferentes

concentraciones de cloruro de calcio, cloruro de cobalto, cloruro de magnesio, cloruro de

manganeso, cloruro de hierro, sulfato de niquel, cloruro de zinc, sulfato de cobre y sulfato de

cadmio. Los pasos a seguir se describen a continuacion:

v
v
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Inocular una colonia en 5 ml de medio, y crecerla hasta una DOgy, de 0,5.
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Hacer diluciones del cultivo de 10~ a 10 en el mismo medio liquido que el utilizado en
las placas de ensayo.

Inocular las placas, de izquierda a derecha, con 2 pl de cada dilucidn. Incubar a 24 °C.
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I1.12. Determinacion de niveles intracelulares de

cationes

Los

niveles intracelulares de distintos cationes se determinaron mediante

espectrometria de absorcién atdmica (EAA), utilizando el espectrémetro UNICAM 969 AA

Spectrometer. El procedimiento seguido es una modificacion del de Liy col. (2011).

v

Crecer dos cultivos de 200 ml en medio TSB, uno de ellos suplementado con 0,15 mM
del idn metdlico. Mantener en incubacidn hasta que alcancen una DOgy de 0,6.
Centrifugar las células y lavarlas dos veces con tampdn Tris" frio. Resuspender en 10 ml
del mismo tampon.

Lavar las células dos veces con tampdn a temperatura ambiente.

Hacer un lavado con agua doblemente destilada libre de metales para eliminar las
sales.

Lisar las células resuspendiendo en 1 ml de HNO; 70% mediante vértex. Calentar a
75 °C durante 10 minutos.

Anadir 9 ml de agua Milli-Q estéril a las células lisadas. Centrifugar a 13000 rpm
durante 5 minutos.

Recoger el sobrenadante y analizar el contenido en cationes, tanto del cultivo

suplementado como del cultivo control, mediante EAA.

I1.13. Ensayo de mortalidad por peroxido de
hidrogeno

Este ensayo permite ver el efecto del peréxido de hidrégeno en la supervivencia de la

bacteria mediante el recuento de células viables tras la exposicidn a este reactivo.

Procedimiento:

v
v

Crecer por duplicado cultivos de 50 ml hasta que su DOgq sea 0,3.

Centrifugar las células y resuspenderlas en 5 ml de PBS’.

Tratar una de las dos suspensiones celulares con 10mM de H,0, durante 15 minutos.
El otro tubo sin tratar serd el control.

Centrifugar las células y lavarlas con 10 ml de medio fresco TSB.

Sembrar muestras sin diluir y diluciones desde 10" hasta 10° en placas de LPGA para

calcular el nimero de bacterias viables.

! Tampon Tris: 50 mM Tris/HCI pH 7,5, 10 mM NaCl, 10 mM KClI.
2 pBS: 0,8 g NaCl; 0,02 g KCI; 0,144 g NazHPOy4; 0,024 KH2POy4; ajustar el pH a 7,4 con HCl y afiadir agua destilada hasta 100 ml. Autoclavar.
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I1.14. Ensayo de medida de actividad catalasa y
superoxido dismutasa

Las enzimas catalasa y superdxido dismutasa (SOD) forman parte de la defensa de las

bacterias frente al estrés oxidativo. La SOD cataliza la conversién de los radicales superdxido

en perdxido de hidrégeno y oxigeno, mientras que la catalasa descompone el perdxido de

hidrégeno en agua y oxigeno.

I1.14.1. Obtencion de extractos celulares

Procedimiento (modificado de Li y Schellhorn, 2007):

v

v

Preparar cultivos de 200 ml en medio TSB por triplicado. El cultivo de cada cepa se
suplementara con el antibidtico adecuado.

Crecer los cultivos a 25 °Cy 220 rpm hasta alcanzar una DOgq igual a 1.

Lavar las células con tampon fosfato 0,05 M (pH 7). Resuspender el pellet en 3 ml de
tampdn de extraccion®. Pasar a tubos de 10 ml.

Lisar las células por sonicacién a 4 °C durante 12 ciclos con pulsos de 3 segundos cada
60 segundos.

Centrifugar a 10000 rpm durante 15 minutos a 4 °C y recoger el sobrenadante en
alicuotas de 1 ml.

Determinar la concentracién de proteina mediante método Bradford.

I1.14.2. Determinacion de la actividad catalasa

La actividad catalasa se calcula en base a la tasa de descomposicion del perdxido de

hidrégeno, que es proporcional a la reduccién de la absorbancia a una longitud de onda (A) de

240 nm.

Procedimiento (modificado de Aebi, 1984):

v

Centrifugar las muestras a 10000 rpm durante 2 minutos. Diluirlas con tampdn fosfato
si fuese necesario. Mantenerlas en hielo.

Diluir el peréxido de hidrégeno (H,0,) con el tampdn fosfato hasta una concentracién
final de 10,6 mM. Mantener en oscuridad y a temperatura ambiente.

Preparar el blanco de la reaccién (500 pl de tampon fosfato). Medir inmediatamente
en el espectrofotometro (PharmaSpec UV-1700, SHIMADZU) a una A=240 nm durante

90 segundos, utilizando cubetas de cuarzo de 1 cm de espesor (Hellma).

! Tampén fosfato 0,05M pH7: 2,653 g K:HPO4; 1,326 g KH2PO4; agua destilada hasta 500 ml.
Tampon de extraccion: Tris-HCI 50 mM pH 7,5; glicerol 10% (v/v); EDTA 0,1 mM; Triton X-100, 0,1%; DTT 2 mM (afiadir en fresco).
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v" Afadir 20 ul de extractos libres de células' a 500 pl de tampodn fosfato con H,0,.

Escanearlos de la misma manera.

La actividad enzimatica de la catalasa (AE) se expreso en unidades de actividad (U) por
mililitro. Una unidad de catalasa fue definida como la cantidad de enzima presente en el
sobrenadante del extracto celular que reduce 1 umol de H,0, por minuto a 25 °C. La AE se

obtuvo mediante la siguiente expresidn:

ADO 1000
AE(U/ml)=E'?-F

ADO/min: tasa de reduccion de la absorbancia.

&: coeficiente de extincién molar del H,0, (39,58 M'em™).
b: espesor de la cubeta (1 cm).

F: (vol. total / vol. muestra) x factor de dilucion.

Se referencié la actividad de la enzima respecto a la cantidad de proteina presente en
el extracto, expresandola en unidades por miligramo de proteina. Es lo que se denomina

actividad enzimatica especifica (AEE).

11.14.3. Determinacion de la actividad superoéxido dismutasa

El método empleado para cuantificar la actividad SOD se basa en la capacidad de la
SOD para inhibir la reduccién de azul de nitrotetrazolio (NBT) por el anidn superéxido. Una
unidad de SOD se define como la cantidad de enzima que causa la mitad del maximo de
inhibicidn de la reduccién del NBT. La determinacion de la actividad se realizd6 empleando el kit
comercial SOD determination kit (Sigma), basado en un método colorimétrico, que emplea una
sal de tetrazolio soluble en agua que se colorea cuando es reducida por el anién superdxido. La

actividad de la SOD se cuantifica midiendo la disminucion del color a 450 nm.

El procedimiento emplea 3 blancos: el primero contiene solucién de enzima y agua
Milli-Q, el segundo tampdn de dilucién y una de las muestras, y el tercero tampdn de dilucion y
agua Milli-Q. En la Tabla 1.3 se indican las cantidades a afiadir de cada solucidn para las

muestras y los blancos.

El volumen de extracto a afiadir puede variar segun la recta de descomposicion del H202 obtenida. Si la absorbancia disminuye rapidamente en
los primeros segundos, se debe afiadir menos volumen o diluir la muestra.
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Muestra Blancol Blanco2 Blanco3

Solucién de muestra 20 ul 20 ul
Agua Milli-Q 20 ul 20 ul
Solucion WST 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
Solucion de enzima 20 ul 20 ul
Tampon de dilucion 20 ul 20 ul

Tabla I1.3. Cantidades a utilizar de cada solucion para la preparacion de las reacciones.
Procedimiento:

v' Preparar las reacciones de las muestras y los 3 blancos en una microplaca de 96
pocillos. Es recomendable hacer las reacciones por triplicado.

v' Afiadir 20 ul de muestra y también al pocillo correspondiente al blanco 2.

v' Afadir 20 pl de agua Milli-Q a los blancos 1y 3.

v" A continuacién, afiadir 200 pl de la solucion WST a todas reacciones, tanto de
muestras como de blancos, y mezclar.

v" Afadir 20 pl de tampdn de dilucidn a los blancos 2 y 3.

v" Afadir 20 pl de la solucién de enzima a cada muestra y al blanco 1. Mezclar bien.

v"Incubar la placa a 37 °C durante 20 minutos.

v' Leer la absorbancia a 450 nm en un lector de microplacas (Synergy HT, BIO-TEK).

v Calcular la actividad SOD (% inhibicién) mediante la siguiente expresion:

(A blanco 1-A blanco 3)- (A muestra-A blanco 2)
X
Ablanco 1-A blanco 3

Actividad SOD = 100

La actividad enzimatica de la SOD expresada en unidades de actividad por mililitro se
calculd considerando el volumen de muestra (V) y el factor de dilucién (FD):

% inhibicion

1
—-FD
50% \%

AE (U/ml) =

Considerando la concentraciéon de proteina en la muestra, se expresa la actividad

enzimatica en unidades de actividad por miligramo de proteina.
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I11.1. Estudios preliminares de Xylophilus ampelinus

Dado el escaso conocimiento y bibliografia disponibles sobre X. ampelinus fue
necesario realizar una serie de estudios o experimentos preliminares y bdasicos que
permitiesen conocer mejor el comportamiento de la bacteria sobre la que versa este trabajo, y

gue servirdn de base para los posteriores estudios realizados.

I11.1.1. Seleccion de medio y condiciones de cultivo

En una revisidn de la bibliografia publicada sobre Xylophilus ampelinus, se observé que
los medios mas frecuentemente utilizados para su crecimiento en medio sélido eran NA, GYCA,
YGC y LPGA, mientras que para crecimiento en medio liquido se empleaban NB y TSB. Por ello
se realizaron cultivos con cada uno de estos medios (incluido LPGA sin agar) obteniéndose
mejor y mas rapido crecimiento con los medios GYCA, LPGA y TSB. Por su facilidad en la
preparacion, se eligi6 LPGA como medio rutinario para los cultivos en placa y TSB para los

cultivos en medio liquido.

En cuanto a la temperatura de incubacién, 24-25 °C fue el rango éptimo observado
para el crecimiento de Xylophilus, coincidiendo con las distintas publicaciones sobre esta

bacteria.

I11.1.2. Identificacion de X. ampelinus mediante secuenciacion del

ARNr 16Sy PCR anidada

Antes de comenzar a trabajar con la cepa silvestre X. ampelinus CFBP2098, procedente

del INRA, se verificd que, en efecto, se trataba de esa especie.

El método mds habitual para identificar una bacteria y establecer sus relaciones
filogenéticas es la secuenciacion de su ADN ribosomal (ADNr) 16S, previa amplificacién por
PCR de una regidn conservada del mismo (Weisburg y col.,, 1991). Utilizando los
oligonucledtidos universales 16Sa (27f) y 16Sb (1492r) (Frank y col., 2008), se amplificd esta
region del ADN de X. ampelinus, y se determind su secuencia. Seguidamente se hizo una
comparacién con secuencias de ADNr depositadas en bases de datos de secuencias de
nucledtidos, con la ayuda del programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). El resultado
obtenido mostré que el fragmento de ADNr amplificado y secuenciado exhibia una identidad

del 100% con una region del ADNr 16S de X. ampelinus. Este sencillo experimento confirmé
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que la bacteria con la que estabamos trabajando correspondia a la especie X. ampelinus (Tabla

.1).

Tabla 1l1.1. Resultado del alineamiento de la secuencia amplificada por PCR, correspondiente al ADNr 16S de la
bacteria objeto de estudio, realizado mediante la herramienta BLAST. Se sefala la identidad de la secuencia
analizada con el ADNr 16S de Xylophilus ampelinus. El valor E representa la probabilidad de que la secuencia
comparada sea distinta de la obtenida en la base de datos (cuanto menor es el valor E, mayor es la similitud
existente entre ambas secuencias).

Referencia Descripcion Cobertura Valor E Identidad
secuencia maxima
AF078758 Secuencia parcial del gen para el ARN ribosomal 16S (Xylophilus 100% 0.0 100%
mpelinus)
NR036931.1 Secuencia parcial del gen para el ARN ribosomal 16S (Xylophilus 98% 0.0 100%
ampelinus cepa BPIC 48)
AB504747.1  Secuencia parcial del gen para el ARN ribosomal 16S (Xylophilus 99% 0.0 99%
sp. Iris 8914a)
AJ292624.1  Secuencia parcial del para el ARN ribosomal 16S (bacteria no 98% 0.0 98%
cultivable WD291)
AB513921.1  Secuencia parcial del gen para el ARN ribosomal 16S 99% 0.0 97%

(Variovorax sp. RA8)

Como comprobacidén adicional se realizé una PCR anidada con cebadores especificos.
En efecto, en la ultima década, Botha y colaboradores (2001) disefiaron un ensayo especifico
para la deteccién de X. ampelinus en sarmientos de vid, basado en una PCR anidada. Esta
técnica consiste en dos etapas de amplificacion, en las que el producto de la primera es
utilizado como molde para realizar la segunda con oligonucleétidos que se sitdan dentro de la
primera secuencia amplificada. En un primer paso se amplifico la region espaciadora 165-23S
del ADNr, utilizando la pareja de oligonucledtidos universales Al (5'-
AGTCGTAACAAGGTAAGCCG -3°) y B1 (5'- CYRYTGCCAAGCATCCACT -3°)'. El oligo Al esta
situado al final del ADNr 16S, y el B1 al comienzo del ADNr 23S. El producto de esta PCR tiene
un tamaino de 742 pb. En la segunda etapa, 1 pl del producto de amplificaciéon anterior fue
utilizado como ADN molde en otra PCR con la pareja de oligos especificos S3 (5'-
GGTGTTAGGCCGAGTAGTGAG -3°) y S4 (5'- GGTCTTTCACCTGACGCGTTA -3). Estos cebadores
mas internos estan situados en la region espaciadora de genes muy conservados del ARNt. El
tamafio del fragmento que amplifican es de 277 pb. El resultado de esta PCR anidada fue

positivo (Figura I11.1).

Ly=cmR=AG
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Figura lll.1. Resultado de la 22 etapa de la PCR anidada para la determinacion de X. ampelinus. Para la optimizacion
de la amplificacidn se utiliz6 como molde ADN gendmico (1), ADN producto de la 12 etapa de la PCR anidada (2) y
una dilucién 1/10 del producto de la 12 etapa (3). M: marcador de peso molecular de 1kb DNA Ladder Plus.

II11.1.3. Curva de crecimiento

Existen diversas formas de medir el crecimiento microbiano, una de las mas habituales
consiste en la elaboracién de una curva de crecimiento. Esta se obtiene midiendo la
absorbancia de un cultivo a una longitud de onda determinada (que para muchas especies

bacterianas suele ser de 600 nm) a distintos tiempos hasta la saturacion del mismo.

Para determinar la curva de crecimiento de X. ampelinus se emplearon 4 cultivos de
100 ml de medio TSB, con una DOgy inicial de 0,05 y cuyas condiciones de incubacién fueron
24 °C y 220 rpm. Los tiempos a los que se tomaron muestras y los datos de absorbancia
obtenidos se reflejan en la Figura 111.2, al igual que la representacion de la curva de crecimiento

resultante de representar graficamente los valores medios obtenidos.

A Tiempo (h) D.O. Media SD B / \
15 0270 0253 0259 0271 | 0263 | 0,0087
24 0846 0811 0829 0853 | 0835 | 00188
39 1,950 1,870 2,040 1,980 | 1,960 | 0,0707
48 2350 2,120 2,180 2,000 | 2,163 | 0,1457
63 2,750 2,710 2,300 2,600 | 2590 | 0,2035
72 2,630 2600 2,630 2,640 | 2,625 | 00173 0.0
X T T T T T T
87 2,240 2,260 2,210 2,190 | 2,225 | 0,0311 0 15 30 45 60 75 90
96 2,080 2,140 2,030 1,990 | 2,060 | 0,0648 G Tiempo (h) J

Figura I11.2. A). Datos de la absorbancia de los cultivos a distintos tiempos de incubacién, incluyendo la media y la
desviacién estandar. B). Curva de crecimiento de Xylophilus ampelinus.

Como se puede apreciar en dicha figura, para las condiciones de cultivo empleadas la
curva de crecimiento se caracteriza por una fase de latencia relativamente larga de unas 15

horas de duracidon. La fase logaritmica se puede considerar que se extenderia
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aproximadamente desde las 15 a las 72 horas. A partir de este momento el cultivo entra en

una fase de lisis, aprecidndose un descenso en los valores de DO.

II1.1.4. Relacion entre la densidad optica de un cultivo y el

numero de células

Un dato que puede resultar muy atil a la hora de trabajar con un microorganismo es
determinar la relacion existente entre el valor de DO de un cultivo y el nimero de células
existentes en un volumen determinado. Esta relacién, nos permite conocer el nimero de
células aproximado de un cultivo midiendo simplemente su densidad Optica en un

espectrofotémetro.

Para determinar esta relacién el primer paso consistiéo en medir la DOgyq de un cultivo
liquido tras 4 dias de incubacién a 25 °C y 220 rpm. Seguidamente se tomé una muestra y se
hizo una dilucién 107, de tal forma que la medida de la absorbancia estuviese comprendida
entre 0,2 y 0,5. Esto se hace para que la medida sea proporcional a la densidad celular, ya que
a elevadas concentraciones pueden formarse agregados celulares y producirse un efecto
“pantalla” de unas células sobre otras. La DOgqy del cultivo obtenida fue 1,94, considerando la
dilucion realizada en la muestra. El cultivo fue diluido hasta obtener una DQOgy igual a 1. A
continuacién se hicieron diluciones seriadas, y se sembraron por duplicado en placas de LPGA
(100 pl de las diluciones 10 hasta 10®). Para hacer las diluciones se tomé como referencia que
esa densidad en E. coli equivale a 8x10® células/ml. Las placas se incubaron hasta que se
desarrollaron colonias. Una vez crecidas, se contaron las colonias en las diluciones en las que
fue posible (diluciones 10” y 10°). Asi, considerando el volumen sembrado y la dilucién
realizada, se calculd la media del n2 células/ml. El dato obtenido fue 9,7x10® células/ml para

una DOgq igual a 1.0.

II1.1.5. Optimizaciéon de las condiciones de electroporacion de

X. ampelinus

Son diversos los experimentos disefiados a lo largo de este trabajo que requieren de la
introduccion de material genético en la bacteria mediante electroporacién. Por ello, se

pusieron a punto las condiciones de electroporacidn para X. ampelinus.

Tomando como referencia publicaciones sobre electroporacidon de distintas especies
de Xanthomonas (Kamoun y Kado, 1990; Lee y col., 2004; Do Amaral y col., 2005), se probaron
una serie de condiciones con el objetivo de conseguir la mayor eficiencia posible en la

transformacion.
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Los experimentos se llevaron a cabo utilizando 40 ul de células electrocompetentes y
2 ul de ADN plasmidico (100 ng/pl). Los pardmetros para cada condicion probada se indican en

la Tabla Ill.2.

Tabla lll.2. Parametros ensayados para la electroporacién de X. ampelinus.

Tratamiento Voltaje (kV) Capacitancia (uWF) Resistencia (Q) Tiempo (ms)

1 2,5 25 100 2,42
2 2,5 25 200 4,54
3 2,0 25 100 2,42
4 2,0 25 200 4,34

Una vez dado el pulso eléctrico, se afadid 1 ml de SOC frio. Inmediatamente la
suspension celular se incubd a 25 °Cy 200 rpm durante 2 horas. Tras este tiempo se sembro la
transformacion en placas con medio LPGA y el antibidtico correspondiente (10 pg/ml de

kanamicina). Las placas se incubaron a 25 °C hasta la aparicién de transformantes.

Como en estas condiciones no hubo crecimiento de transformantes, se hicieron
algunas variaciones. En esta ocasion se utilizaron 50 pl de células electrocompetentes y 2 ul de
ADN plasmidico (200 ng) y, en otra transformacion, 50 ul de células electrocompetentesy 1 pl
del transposoma comercial EZ-Tn5™ <R6Kyori/KAN-2>Tnp (33 ng). Los parametros eléctricos
probados en ambas transformaciones fueron los correspondientes al tratamiento n2 2 y n2 4

de la Tabla lll.2.

Tras el pulso eléctrico dado con el electroporador, se afadid6 1 ml de TSB
suplementado con 20 mM de glucosa. Los tubos se incubaron a 25 °C y 200 rpm durante 8
horas en el caso de la electroporacién con las condiciones del tratamiento n? 4, y durante 24
horas para los tubos a los que se aplico el tratamiento n2 2. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacidn, se sembraron las transformaciones en placas con medio LPGA y 10 ug/ml de

kanamicina.

Sélo hubo crecimiento de transformantes en las placas correspondientes al
tratamiento n2 4. El n? total de transformantes obtenidos fue 84 para la electroporacion con el

plasmido, y 871 para la electroporacién con el transposoma.

Por lo tanto, las condiciones que se consideraron mdas adecuadas para la
electroporacion de células de X. ampelinus, y que se utilizaron en todas las electroporaciones
posteriores fueron 50 pl de células electrocompetentes y 60-200 ng de ADN, un pulso eléctrico

de 2,0 kV, 25 uF y 200 Q, y 8 horas de expresidn en 1 ml de medio TSB suplementado con
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20 mM de glucosa. Utilizando estas condiciones se obtuvieron rutinariamente unas eficiencias
4

de transformacién de 4,20 x 10° transformantes/pg de ADN plasmidico y de 2,63 x 10

transformantes/ug de transposoma.

I11.1.6. Sensibilidad a antibioticos

Son varios los experimentos que requieren de la seleccidn de cepas mediante el uso de
antibiéticos. Por ello, era necesario conocer si Xylophilus ampelinus presenta resistencia

natural a alguno de los antibidéticos mds comunes.

Los antibidticos ensayados fueron: acido nalidixico, ampicilina, apramicina, cefalexina,
D-cicloserina, cloranfenicol, espectinomicina, estreptomicina, higromicina, kanamicina vy
trimetoprima. Partiendo de un cultivo en medio sélido LPGA de X. ampelinus, se hicieron
siembras en placas del mismo medio suplementado con uno de los antibiéticos. Las
concentraciones utilizadas y los resultados de resistencia obtenidos a los 4 dias de incubacion

se muestran en la Tabla Ill.3.

Tabla 111.3. Resultados de la sensibilidad de X. ampelinus a distintos
antibidticos. (+) crecimiento, (X) no crecimiento, (nd) no determinado.

Concentracién (ug/ml)

Antibiético
5 10 20 30 40 50 100

Acido nalidixico X X X X X X nd
Ampicilina X X X X X X nd
Apramicina + o+ X X X X nd
Cefalexina X X X X X X nd
D-cicloserina + X X X X X X
Cloranfenicol X X X X X X nd
Espectinomicina X X X X X X nd
Estreptomicina X X X X X X nd
Higromicina X X X X X X nd
Kanamicina X X X X X X X

Trimetoprima X X X X X X nd

Los resultados ponen de manifiesto la elevada sensibilidad de X. ampelinus a una
amplia variedad de antibidticos, presentando una ligera resistencia a concentraciones muy

bajas de apramicina y D-cicloserina.
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I11.2. Analisis protedmico de X. ampelinus

Debido al caracter patégeno de X. ampelinus, resulta especialmente interesante hacer
un estudio protedmico que permita conocer aquellas proteinas relacionadas con mecanismos
de virulencia bacteriana y patogénesis. La caracterizacion del proteoma se realiz6 mediante
electroforesis en geles bi-dimensionales (2-DE) y andlisis por espectrometria de masas (MS y
MS/MS). Para poner de manifiesto las diferencias de expresidon durante el proceso patogénico,
se crecid la bacteria en presencia de extracto de hojas de vid. Se considera que existe
expresion diferencial cuando el ratio del volumen medio para un punto (presente en las tres
réplicas bioldgicas) es mayor de 1,5 y el valor de p asociado es inferior a 0,05. Se abordé tanto

el analisis del proteoma intracelular como del extracelular.

I11.2.1. Analisis del proteoma intracelular. Posibles factores de

patogenicidad

El mapa del proteoma intracelular de los dos tratamientos, se obtuvo a partir de los
geles 2-DE correspondientes a 6 extracciones independientes (3 inducidas mediante adicidn de
un extracto de hojas de vid y 3 muestras control). Los geles permitieron visualizar manchas
correspondientes a proteinas con un peso molecular que va desde 20 a 120 kDa y un pH en el
rango 3-10. La mayor parte de las proteinas visualizadas se localizaron en la region basica

(mitad derecha del gel) y en el intervalo de tamafios de 25-75 kDa (Figura I11.3).

Se visualizaron en los geles una media de 763 puntos, de los cuales 75 se extrajeron
para su identificacion posterior por espectrometria de masas, presentando expresion
diferencial 10 de ellos. Nueve de estas proteinas (proteinasn?4,5,6,7,8,9,10, 12y 13 enla
Figura Ill.3 y en la Tabla 1ll.4) aparecen sobreexpresadas cuando la bacteria crece en presencia

de extracto de hojas de vid, representando el 0,7% del volumen total de puntos.

La comparativa con las bases de datos, realizada por el motor de busqueda MASCOT,
permitio conocer la funcién exacta de 61 de las 75 proteinas aisladas (Tabla 11.4),
considerando las 14 restantes como proteinas hipotéticas no caracterizadas o predicciones de

proteinas, a 3 de las cuales se les pudo asignar una funcién bioldgica putativa.
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Figura 1ll.3. Gel 2-DE SDS-PAGE al 12,5% del proteoma intracelular de X. ampelinus. Se indican los puntos
correspondientes a las proteinas identificadas.

En la Figura Ill.4 se representa graficamente la clasificacion de las proteinas
identificadas segun su funcién, siguiendo el MIPS Functional Catalogue (FunCat description). El
grupo mayoritario incluye proteinas implicadas en metabolismo o producciéon de energia
(20%), alguna de las cuales participan en el ciclo de Krebs como la fumarato hidratasa (punto
7), malato deshidrogenasa (punto 19), succinato deshidrogenasa (punto 38), succinil-CoA
sintetasa (punto 40) y citrato sintasa (punto 73), mientras que la fructosa bifosfato aldolasa
(punto 62) participa en la ruta glucolitica. Otras como la glutamato sintasa (punto 9) y la
aspartato deshidrogenasa (punto 71) intervienen en el metabolismo de aminoacidos, o en la
sintesis de acidos grasos como la proteina transportadora de grupos acilo (punto 37). Dos de
los puntos (42 y 65) se corresponden con fosfatasas y otros dos (52 y 59) con proteinas
implicadas en el transporte electrénico. Relacionadas con el metabolismo de nucledtidos se

identificaron la ATP sintasa (punto 67) y la adenilsuccinato liasa (punto 39).
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Figura lll.4. Clasificacion funcional de las proteinas citoplasmaticas de X. ampelinus, siguiendo la clasificacién del
MIPS Functional Catalogue.

Otro de los grupos mas numerosos (18%) es el de proteinas relacionadas con el
transporte celular. En él se incluyen transportadores ABC (puntos 3, 10, 17, 21 y 65), que se
encargan del transporte activo de membrana, porinas (puntos 20, 43 y 46), proteinas de unién
extracelular implicadas en transporte activo a través de la membrana (puntos 22, 60, 63 y 69) y
el dominio fasciclina de la proteina B-ig-h3 (punto 25), que media la adhesion y transporte

celular.

En menor proporcion, le sigue el grupo de proteinas reguladoras o de union (14%), en
el que aparecen proteasas (puntos 6 y 61), proteinas de unidn a acidos nucleicos (puntos 32,
41 y 70), proteinas de unién extracelular (puntos 1, 15 y 75), una proteina de unién a
cofactores como la biotina (punto 23) y la lipoproteina de unién a membrana NIpA (punto 58).
Esta lipoproteina contribuye a la formacion de vesiculas de la membrana externa que pueden
contener toxinas, siendo un factor de virulencia en algunas bacterias como E. coli (Bodero y

col., 2007).

Dentro del grupo de proteinas involucradas en transcripcion y sintesis proteica (12%)
se incluyen factores de elongacidn (puntos 5, 33, 34, 44 y 54), la proteina ribosémica L7/L12
(punto 56) necesaria en la traduccion, y la valil-ARNt sintetasa (punto 26). Ademads, se
identificaron dos reguladores transcripcionales, uno de la familia LuxR (punto 68) y PecS
(punto 74). Este regulador, PecS, tiene un importante papel en la expresién coordinada de
genes relacionados con factores de virulencia (Hommais y col., 2008). Las proteinas de la
familia LuxR también podrian estar implicadas en la regulacién de la patogénesis bacteriana

(Alonso-Hearn y col., 2010).
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Uno de los grupos que puede resultar mas interesante es el formado por proteinas
relacionadas con defensa celular y virulencia (10%). Es el caso de la catalasa (punto 4), que se
encarga de proteger a la célula del efecto tdxico del perdxido de hidrégeno y que puede actuar
como factor de virulencia en algunas bacterias. Otra proteina con funciones de proteccion
frente al estrés oxidativo es la alquil hidroperdxido reductasa (punto 30), la cual contribuye
con su actividad antioxidante a la homeostasis de la célula. Por otro lado, se identificaron tres
chaperonas: GroEL (punto 18), DnaK (punto 24) y HtpG (punto 72). Aunque su funcién es
facilitar el plegamiento y estabilizacion de otras proteinas, actlan como respuesta a una
situacién de estrés térmico, ademas de estar implicadas en patogénesis (Neckers y Tatu, 2008).
Los puntos 36 y 49 se corresponden con dos proteinas unidas a la membrana externa de la
célula, TolB y Pal, que se encargan de mantener la integridad de la envuelta celular de
bacterias Gram negativas y participan en la traslocacién de particulas a través de ella. Estas
proteinas forman parte de un sistema proteico denominado Tol-Pal involucrado en la

patogénesis de diversas especies bacterianas (Bowe y col., 1998; Godlewska y col., 2009).

Menos numeroso es el conjunto de proteinas relacionadas con el ciclo celular y el
procesamiento del ADN (5%), que incluye una tubulina (punto 8) implicada en la division
celular, una helicasa (punto 14), y dos proteinas que participan en procesos de reparacion y
recombinacion del ADN: una exodeoxirribonucleasa (punto 12) y una hipotética proteina FbacS

(punto 29).

Otro grupo es el encargado de controlar y regular el destino proteico (4%), es decir el
destino celular de otras proteinas, compuesto por una proteasa C-terminal (punto 55) y dos
peptidil-prolil isomerasas (puntos 53 y 66) que se ocupan de acelerar el plegamiento de las

proteinas y que estan relacionadas con factores de virulencia (Reffuveille y col., 2012).

Por ultimo, se identificd una posible dineina (punto 2) dentro del grupo de proteinas

con funciones de interaccidn con el medio (1%), responsable del movimiento del flagelo.

A la vista de los resultados del analisis queda patente la variedad funcional del
proteoma intracelular de X. ampelinus. Llama especialmente la atencién la cantidad de
proteinas que, aun teniendo funciones principales diferentes, estan involucradas en mayor o
menor medida en procesos de virulencia que tienen lugar durante la interaccién entre
patdgeno y hospedador. Este resultado cobra aun mayor sentido y coherencia si se tiene en

cuenta el microorganismo sobre el que se ha hecho el andlisis: una bacteria patégena de vid.

80



Resultados y Discusién

Tabla lll.4. Lista de proteinas citoplasmaticas identificadas de X. ampelinus.

Punto N2 de acceso Proteina identificada® Organismo PC/. L2 PM/pI PI\fI{pI
puntuacién experimental tedrico
1 gi| 14278671 Cadena A, lisozima Gallus gallus 12/308 26,2/4,4 14,8/9,3
2 £i]291391949 Prediccién: dineina Oryctolagus 33/80 16,1/5,6 463,7/5,8
cuniculus
3 gi[338821408 Transportador ABC de union Agrobacte'r/um 11/79 31,5/7,6 39.9/7,6
a sustrato tumefaciens
4 gi|261211705 Catalasa Vibrio sp. 6/93 94,3/5,8 56,8/8,4
. Factor de elongacion -
5 gi|299135122 e e al slenesEiE e Afipia sp. 13/83 72,1/8,2 64,1/7,4
6 11241763846 Proteasa Do Acidovorax 5/198 49,8/8,1 51,5/9,3
g delafieldii 11 1212
7 gi|323373182 Fumarato hidratasa, clase Il Acidovorax avenae 8/190 47,6/5,9 49,4/6,2
8 gi|337278607 Tubulina Ramlibacter 9/353 43,1/5,1 42,3/5,0
tataouinensis
9 gi| 374368971 Glutamato sintasa Cupriavidus 20/74 33,8/5,7 179,3/7,3
basilensis
10 gi|351728553 Transportador ABC Acidovorax radicis 4/112 26,5/5,4 25,1/6,1
11 gi|197294912 Proteina de union Burkholderia 8/91 25,9/7,2 39,4/8,7
extracelular a aminodcidos cenocepacia
12 gi|261219151 Exodeoxirribonucleasa V Brucella ceti 9/69 24,7/8,3 41,7/7,0
13 gi|351732935 Proteina hipotética Acidovorax radicis 4/170 21,7/6,7 20,3/6,5
. . Corynebacterium
14 gi| 227548339 Helicasa lipophiloflavum 12/87 296,2/5,5 60,5/5,5
15 gi121611818 Receptor de unién Verm/n.eph.robacter 6/92 356/7,7 40,1/8,9
extracelular eiseniae
16 gi|162454982 Proteina hipotética Sorangium 18/82 32,5/8,6 138,6/5,7
cellulosum
17 gi|351729978  ensportadorABCdewunion -, ey radicis 8/146 34,8/8,5 38,5/9,1
peripldsmica a azdcares
18 gi|326315731 Chaperonina GroEL Acidovorax avenae 16/638 57,5/5,1 57,0/5,2
19 gi|332528256 Malato deshidrogenasa Hylemonella gracilis 11/477 32,1/6,6 35,0/8,4
20 gi|239816132 Porina Variovorax 5/135 32,2/9,5 38,2/9,8
paradoxus
o ey O EERERERAESERUEN o e o 5/166 34,8/8,3 38,8/6,6
a sustrato
22 gi|91789746 Proteina de union Polaromonas sp. 5/438 29,8/7,8 32,0/9,2
extracelular a solutos
. Putativa biotina carboxilasa Plasmodium
23 cllesstt e de la acetil CoA carboxilasa falciparum 2R 2 e S
24 gi|398804590 Chaperona DnaK Polaromonas sp. 13/442 78,6/5,1 69,4/5,1

La aslgnacion de la funcién enzimética a las proteinas hipotéticas se muestra entre paréntesis y en cursiva.

Numero de péptidos coincidentes/puntuacion.
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Punto N2 de acceso Proteina identificada® Organismo PC/. , 2 PM/pI PI\’II/.pI
puntuacion experimental tedrico
25 gi| 365088923 Fasciclina / B-ig-h3 Acidovorax sp. 4/149 15,7/8,9 18,7/9,5
26 gi|341577890 Valil- ARN sintetasa Streptococcus 15/79 13,9/4,6 101,1/4,9
agalactiae
27 gi| 17545360 Producto del gen groES LR 7/402 14,0/5,8 10,4/5,8
solanacearum
. . . Trichoplax
28 gi| 196011279 Proteina hipotética adhaerens 54/131 21,6/8,7 71,2/5,9
29 gi|372209378  Proteina hipotética (Fbacs) | 0voPacteriaceae 12/78 20,3/8,4 98,0/9,3
bacterium
. Alquil hidroperéxido .
30 gi| 71274707 reductasa Xylella fastidiosa 5/92 20,5/5,2 20,7/5,5
. . s Metarhizium
31 gi|322709722 Proteina hipotética ) X 15/97 325,9/5,4 51,4/6,3
anisopliae
32 gi|39ss10631  Dominio REQ"Nde union a Variovorax sp. 3/192 13,6/7,8 16,4/9,5
33 gi|239813600  Factor de elongacién Tu Variovorax 18/760 45,0/5,5 43,4/5,5
paradoxus
34 gi|239815581 Factor de elongacion Ts Variovorax 13/450 35,8/6,1 32,6/5,9
paradoxus
35 gi|352103132 Proteina hipotética Halomonas sp. 17/90 35,5/8,1 101,1/7,4
. Alicycliphilus
36 gi|319762343 TolB denitrificans 6/149 41,9/7,0 47,2/9,4
37 411402565406 Transportadf)r de grupos Burkhold.er/a 7/76 14,5/4,7 7.6/55
acilo cepacia
38 gi|325525897  ouccinato semialdehido Burkholderia sp. 11/237 52,0/6,1 51,0/6,5
deshidrogenasa
. . . . Lactobacillus
39 gi|227893934 Adenilsuccinato liasa . 13/77 14,7/6,2 49,3/5,9
ultunensis
40 gi|332531167 Succinil-CoA sintetasa Hylemonella gracilis 16/599 35,3/6,6 31,5/8,4
a1 gi|56707751  Proteasa La de unin a ADN Francisella 12/76 28,9/8,3 86,4/8,2
tularensis
42 gi|109899628 Fosfatasa Ppx/GppA Pseudoalteromonas 13/81 18,8/5,4 57,4/8,6
atlantica
43 gi|239816132 Porina Variovorax 4/135 32,4/10,2 38,2/9,8
paradoxus
44 gi|239814785 Factor de elongacién P Variovorax 9/380 29,3/5,1 20,8/5,0
paradoxus
. Prediccion: proteina Hydra
45 gi|221126321 e e 10/523 41,7/5,4 41,4/5,4
46 gi|239816132 Porina Variovorax 3/114 32,2/10,4 38,2/9,8
paradoxus
47 gi|328852243 Proteina hipotética Melampsora larici- 6/79 31,2/8,7 36,2/8,7
populina
. . s Blastopirellula
48 gi|87306730 Proteina hipotética ] 4/83 30,8/8,8 5,6/9,5
marina
49 gi|395005343 Pal Acidovorax sp. 7/149 24,1/8,4 13,0/9,4
50 gi| 337755855 Proteina hipotética Francisella sp. 17/84 38,5/8,2 82,9/5,5
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Punto N2 de acceso Proteina identificada® Organismo PC/. , 2 PM/pI PI\’II/.pI
puntuacién experimental tedrico
. . . - Verminephrobacter
51 gi| 121609946 Bi-fosfatasa inorganica o 5/145 20,6/5,0 19,9/5,5
eiseniae
52 gi|239813058 Flavin oxidorreductasa Variovorax 5/152 39,3/5,7 39,2/5,5
paradoxus
. - . Rhodoferax
53 gi| 89900139 Peptidil-prolil isomerasa ferrireducens 2/92 17,9/6,6 18,3/6,3
54 gi| 398807077 Factor de elongacion EF-G Polaromonas sp. 25/744 87,5/5,4 77,1/5,3
55 gi|239817073 Proteasa carboxi-terminal Variovorax 11/376 48,2/6,9 52,4/7,7
paradoxus
56 191790276 Pmte'”a&';’i’;g mal 505 Polaromonas sp. 5/274 13,0/5,0 12,7/4,9
57 gi|302685145 Proteina hipotética SN 4/130 12,4/6,0 53,5/9,2
comune
58 gi| 333913856 Lipoproteina NLPA Delftia sp. 9/481 24,8/9,0 29,9/9,3
59 gi|319781307 Flavoproteina de Mesorhizobium 4/135 32,7/5,0 31,6/5,0
transferencia de electrones ciceri
) Proteina de unién
60 gi|91789746 extracelular de solutos Polaromonas sp. 6/448 30,0/7,1 32,0/9,2
X Verminephrobacter
61 gi| 121610184 Proteasa Do L 7/241 49,1/8,5 51,6/9,3
eiseniae
62 gi| 120613209 Fructosa-bifosfato aldolasa Acidovorax avenae 11/510 37,3/5,9 38,3/5,6
. Proteina de unién Variovorax
63 gi| 239817103 12/421 40,4/8,7 47,8/9,3
extracelular de solutos paradoxus
64 gi| 71907006 Proteina hipotética Dechloromonas 21/94 13,6/9,3 166,1/6,2
aromatica
. Transportador peripldsmico )
65 gi|395007334 ABC de aziicares Acidovorax sp. 5/364 29,0/9,0 33,1/9,4
66  gi|365087014  Ciclofilina tipo peptidil-prolil Acidovorax sp. 2/201 17,0/8,6 20,5/9,3
isomerasa
67 gi| 398808389 ATP sintetasa Variovorax sp. 24/1020 53,3/5,2 50,3/5,2
68  gi|120612503 Reg“'ad°rfgigs°r'p°'°”a' Acidovorax avenae 8/417 21,9/6,1 23,3/6,0
69  gi|326317500 A B U Acidovorax avenae 2/105 33,1/7,8 32,7/9,1
extracelular a solutos
. , . Ramlibacter
70 gi|337281472 Proteina de union a ARN . . 4/296 17,1/8,9 15,1/9,6
tataouinensis
. Aspartato-semialdehido
71 gi|91789463 deshidrogenasa Polaromonas sp. 5/171 37,5/6,0 40,8/5,8
72 gi| 262373989 Chaperona htpG Acinetobacter junii 9/145 82,8/5,2 72,0/4,9
73 gi|388568479 Citrato sintasa | Hy dmg:go”hag” 9/391 47,7/6,1 48,9/6,4
. Pectobacterium
74 gi|401703805 PecS ) 6/73 22,3/4,6 20,7/5,9
wasabiae
. Receptor de unién Variovorax
75 gi|319790904 9/102 38,5/7,8 43,7/8,8
extracelular paradoxus
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I11.2.2. Analisis del proteoma extracelular. Posibles factores de

patogenicidad

El estudio proteémico de X. ampelinus, iniciado con la caracterizacion del proteoma
intracelular, se continud con el analisis de las proteinas secretadas por este microorganismo. El
mapa de referencia del proteoma extracelular se obtuvo a partir de geles 2-DE, que
permitieron resolver las proteinas aisladas del sobrenadante de los 6 cultivos empleados. En el
gel de referencia se visualizan puntos en el rango de pH 3-10, y tamafos entre 15 y 100 kDa
(Figura I11.5). Se distinguieron una media de 248 proteinas, 38 de las cuales se analizaron por

espectrometria de masas para intentar su identificacién.
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Figura IIl.5. Gel 2-DE SDS-PAGE al 12,5% del proteoma extracelular de X. ampelinus. Se indican los puntos
correspondientes a las proteinas identificadas.

En cuanto a las diferencias de expresion, sélo 2 de las proteinas analizadas estaban
sobreexpresadas en los cultivos que se suplementaron con extracto de hojas de vid, mientras
que 16 proteinas se detectaron en niveles inferiores en estas mismas condiciones. Las
restantes 20 proteinas cuyo analisis se llevé a cabo se eligieron por ser las mas abundantes en
los geles, en lo que a volumen del punto se refiere, representando en conjunto las 38
proteinas seleccionadas un 48,86% del volumen total. Tan sdlo 2 proteinas del conjunto

analizado (proteinas n2 3 y 5 en la Figura IIl.5) cumplen los criterios de expresidn diferencial,
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tanto de porcentaje de volumen como de valor p: se trata de una peptidil-prolil isomerasa

(proteina n2 3) y de una TrbM (proteina n2 5).

La busqueda con MASCOT permitié identificar 13 proteinas. Con las demas proteinas
se hizo una comparativa de la secuencia de aminodcidos, derivada del andlisis por
espectrometria de masas (MS/MS), con la base de datos del NCBI, empleando para ello la
herramienta informatica ProBLAST (Applied Biosystems). Este andlisis permitié asignar posibles
funciones bioldgicas a otras 11 proteinas (Tabla Ill.5). El resto de proteinas analizadas no se
pudieron identificar, bien porque no se obtuvo el nimero de péptidos suficiente (es necesario
un minimo de dos), bien porque los espectros peptidicos obtenidos no fueron fiables, o porque

no se detectaron coincidencias con proteinas depositadas en las bases de datos.

Como analisis complementario se utilizé el software SignalP para predecir la presencia
de secuencias péptido sefal cldsicas. Dicho analisis detecté 6 proteinas con hipotéticos
péptidos sefal (proteinas n2 3, 5, 19, 20, 23 y 24 en Figura ll1.5 y Tabla 1I.5), lo cual sugiere un
posible cardcter como proteina secretada y, por tanto, su posible localizaciéon extracelular en
condiciones fisioldgicas. El software SecretomeP permitié detectar 9 proteinas sin péptido
sefal clasico y que, por tanto, podrian ser secretadas mediante un mecanismo de secrecién
diferente (no-clasico), tratandose también de proteinas extracelulares. Las 9 proteinas
restantes presentes en el secretoma son proteinas intracelulares, ya que no tienen péptido
sefial. Esto puede deberse a una lisis celular durante el crecimiento bacteriano o durante la

preparacion de las muestras.

La clasificacién funcional de las proteinas identificadas se representa en la Figura lII.6,
en la cual se observa que los 3 grupos mayoritarios engloban el 50% del secretoma.
Comprenden funciones de ciclo celular y procesamiento del ADN, funciones regulatorias o de
unién, y funciones en la interaccién con el medio ambiente. En el grupo de proteinas
regulatorias o de union se incluyen dos proteinas de unién (puntos 1 y 20), una periplasmica y
la otra extracelular, y dos proteinas hipotéticas (puntos 9 y 11), un posible dominio FHA que
reconoce epitopos de treonina y una proteasa LonB. Esta proteasa dependiente de ATP juega
un papel importante en el control de la calidad proteica, degradando proteinas deficientes o
con mutaciones. Ademds, es necesaria para la homeostasis celular y supervivencia frente a
cambios inducidos por estrés. En bacterias patdgenas regula la expresidn de genes de
virulencia que promueve la infeccidn celular (Tsilibaris y col., 2006; Breidenstein y col., 2012).
Se identificaron ademas 2 proteinas implicadas en el proceso de conjugacion bacteriana, TrbM
(puntos 4 y 5) y Trbl (punto 2), y una enzima de restriccion de tipo Il (punto 14), todas ellas

pertenecientes al grupo funcional de ciclo celular y procesamiento del ADN. Dentro del grupo
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relacionado con la interaccién con el medio, se incluyen 3 flagelinas (puntos 10, 13y 17) y una
posible dineina (punto 22) cuya localizacidn citoplasmica no hace fiable su inclusion como

proteina del secretoma.

El grupo mds abundante en el analisis de las proteinas citoplasmaticas fue el de
funciones metabdlicas y de energia. Sin embargo, en el secretoma sdlo se localizaron dos
proteinas englobadas en esta categoria: una putativa exoglucanasa (punto 8), que hidroliza la
celulosa, y una diguanilato ciclasa (punto 6), que sintetiza guanosina monofosfato ciclica. Este

nucledtido estd implicado en la expresion de genes de virulencia.

Energia/
metabolismo
(8%)

Transcripcion/
sintesis de
proteinas

(4%)

Transporte celular
(8%)

Figura I11.6. Clasificacion funcional de las proteinas extracelulares de X. ampelinus, siguiendo la clasificaciéon del
MIPS Functional Catalogue.

Otro grupo con sélo dos componentes es el de proteinas que controlan el destino
proteico. Lo forman dos peptidil-prolil isomerasas (puntos 3 y 23) que se encargan de acelerar
el plegamiento de las proteinas, y que estdn relacionadas con factores de virulencia, como ya
se comento anteriormente. Se identificaron dos proteinas con funciones de transporte celular,
un transportador ABC de azucares a través de la membrana (punto 19), y el dominio fasciclina
de la proteina B-ig-h3 (punto 21), que media la adhesién y transporte celular. En cuanto a
proteinas relacionadas con la transcripcion sélo se encontrd el regulador transcripcional HypF

(punto 16), necesario para la maduracidn del ARN ribosomal 16S.

En contra de lo que cabria esperar, apenas se han identificado proteinas implicadas en
procesos de patogénesis. S6lo 4 de ellas tienen algun tipo de relacién con procesos de
virulencia: dos peptidil-prolil isomerasas, una diguanilato ciclasa y una hipotética LonB. Estas
dos ultimas no parece que tengan ningun tipo de péptido sefal, por lo que es dudoso que

pertenezcan al secretoma. La elevada proporcién de proteinas no identificadas, 14 de un total
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de 38 analizadas, puede tener su explicacion en el hecho de que el genoma de X. ampelinus no

esta secuenciado, lo cual es una dificultad afadida a la hora de identificar muchas de ellas.

Tabla IIL.5. Lista de proteinas identificadas secretadas por X. ampelinus.

Proteina . L2 . . Identificada PM/pl PM/pl Péptido
o -
Punto N2 de acceso identificada® Organismo PC/puntuacién Mejores péptidos (PRO-BLAST) por experimental tedrico sefial
Proteina
. o Vorocht o . EAGAGM*DNNRTTNITM*R
1 gi|385806371 perlplas.rtuca de Fervidicoccus fontis 2/71 M*GDIDGVTTNITM*R PRO-BLAST 32,0/4,5 41,8/4,7 1,0
unién
2 gi|121582572 Trbl Acidovorax sp. 6/216 MASCOT 25,0/10,3 49,3/9,0 NN?
. Peptidil-prolil Gallionella DDVPKEDVIITK
3 gi|302879534 isomerasa RS 2/83 KTKDNTLM*HR PRO-BLAST 19,6/6,6 21,1/7,8 1,0
4 gi|379049180 TrbM Salmonella enterica 5/157 MASCOT 19,0/6,9 7,9/5,3 No
5 gi|359743198 TrbM Bacteria no cultivable 7/255 MASCOT 18,4/6,9 21,7/8,6 NN
6 gi392393061 Diguanilato Desulfitobacterium 13/93 MASCOT 14,3/10,1 52,1/6,3 NN
ciclasa dehalogenans
. Proteina L . DPTNDNSC*TIPATAVARR
7 gi|322696955 hipotética Metarhizium acridum 6/69 KC*IVATAPITRNTGIPR PRO-BLAST 422,4/5,5 87,5/9,6 No
Putativa VSVTSDVSNAGYC*ER
8 i]299073863 Ralstoni Il 8/79 PRO-BLAST 69,6/5,7 63,4/8,1 NN
il exoglucanasa A alstonia solanacearum / TIAPSATVEM*GM*C*AAR /6/5, 418,
Proteina
9 gi| 153806364 hipotética Bacteroides caccae 10/95 MASCOT 42,1/5,2 20,4/5,9 1,0
(dominio FHA)
. VNSM*KDDAAVGALAER
. . Methylibium
10 gi|124268051 Flagelina s 6/76 GDDTGVTAM*VTKEDNGNM*SNKM PRO-BLAST 49,5/5,4 41,9/4,5 NN
petroleiphilum R
Proteina
11 gi|390934517 e WO TR 12/85 MASCOT 71,8/5,5 32,7/6,7 No
(proteasa, m saccharolyticum
LonB)
Proteina
. . . DYAIEGIEWNAR
12 gi|325923703 putatlv_a’de Xanthomonas gardneri 8/115 PSVPVLVKHVPHLRVYMR PRO-BLAST 39,4/4,7 29,4/4,4 NN
secrecion
13 gi| 121596100 Flagelina Acidovorax sp. 2/116 MASCOT 50,0/5,2 29,2/5,3 NN
Enzima de IDGTIEPNPVC*AKDNM*TR
14 gi|312069940 restrlccl:lllon tipo Loa loa 8/72 VSPKAVDEKGR PRO-BLAST 42,7/4,5 118,8/8,6 No
: Proteina Azorhizobium C*M*HRWNAGNDYSTLAALGSK
15 gi|158424865 i - 5/70 TDM*TM*SIPTR PRO-BLAST 230,0/5,5 43,6/11,0 No
16 gi|34557188 HypF Wolinella succinogenes 16/94 MASCOT 73,8/5,2 81,2/6,4 No
. . Methylibium VNSM*KDDAAVGAIAER
1 1242 1 -BLAST 2,4, 1,
7 gi|12426805 Flagelina s 6/75 FENALGTLDVKNENVSASR PRO-BLAS 52,4/5,5 41,9/4,5 NN
. Proteina .
18 gi| 401074752 R Bacillus cereus 18/84 MASCOT 60,0/5,7 108,3/8,6 No
hipotética
19 gi|351729978 Tra”i‘\’ggad"r Acidovorax radicis 11/284 MASCOT 37,2/10,3 38,5/9,1 1,0
Proteina de
20 gi|332530553 unién Hylemonella gracilis 4/108 MASCOT 38,5/8,3 39,6/8,5 1,0
extracelular
21 gi|365088921 B-Ig-H3 Acidovorax sp. 4/189 MASCOT 17,0/10,2 18,7/9,5 No
Prediccién: TWGASDGAVVSPGAATAGLR
22 gi|348508304 dineina Oreochromis niloticus 2/70 - PRO-BLAST 633,4/4,2 487,4/6,1 No
. i TDRISM*TDDD
citoplasmica
23 gi|365087914 AL Acidovorax sp. 3/184 MASCOT 18,5/10,2 20,5/9,3 1,0
isomerasa
. Proteina . DGTEAGSPGTVTIDM*R
24 gi|326315043 hipotética Acidovorax avenae 3/73 RSSSVM*YSAVGPIKDNR PRO-BLAST 27,4/5,2 27,6/6,9 1,0

* La aslgnacion de la funcion enzimatica a las proteinas hipotéticas se muestra entre paréntesis y en cursiva.
2 Nimero de péptidos coincidentes/puntuacion.
® Proteinas de secrecion no clasica.
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I11.3. Clonacidn y caracterizacion del gen tolB

De entre las proteinas relacionadas con mecanismos de patogénesis, identificadas en
el andlisis del proteoma intracelular de X. ampelinus, se eligié TolB para hacer un estudio mas
en profundidad del gen codificante de la misma, ademas de tratar de confirmar su posible

papel en patogenicidad.
II1.3.1. TolB y el complejo Tol-Pal

TolB es una proteina que se localiza en el periplasma de la envuelta celular de
bacterias Gram negativas. Pertenece al sistema proteico Tol-Pal que esta compuesto por cinco
proteinas: TolA, TolQy TolR, que interaccionan entre ellas en la membrana interna, y TolB y Pal
(Peptidoglycan-associated lipoprotein), que forman otro complejo en la membrana externa
(Bouveret y col.,, 1995; Clavel y col.,, 1998). TolB interacciona ademds con porinas de la
membrana externa (Rigal y col., 1997). A través de estas multiples conexiones se mantiene la

unidén entre las tres capas de la envuelta celular (Figura II1.7).

OmpA
ME

W
Lpp —_~_ \ - PAL
Peptidoglicano / '
c ) -
Dominio > i
N-terminal TolB
N,
- Dominio
C-terminal
Cc
MI
TolA N TolR
TolQ

Figura IlI.7. Ubicacion de las proteinas del complejo Tol-Pal en la pared celular de bacterias Gram negativas. ME:
membrana externa. MIl: membrana interna. (Modificado de Godlewska y col., 2009).

Tol-Pal es un sistema muy conservado entre bacterias Gram negativas (Sturgis, 2001) y
necesario para el mantenimiento de la integridad de la membrana externa (Lazzaroni y col.,

88



Resultados y Discusién

1999; Cascales y col.; 2002). Mutaciones en alguno de los genes tol-pal provoca cambios en la
bacteria, tales como hipersensibilidad a detergentes, antibidticos y otros agentes deletéreos,
ademas de la liberacion de proteinas peripldsmicas al medio, division celular andmala,
reduccion de la motilidad y produccion de vesiculas de la membrana externa (OMVs) que
pueden contener factores de virulencia, enzimas degradativas, porinas y proteinas
periplasmicas como TolB (Llamas y col., 2000; Lloubés y col., 2001; Lazzaroni y col., 1999;
Bernadac y col., 1998). Los efectos de las mutaciones pueden ser letales en algunas especies
bacterianas (Dubuisson y col., 2005; Yeh y col.,, 2010), resultando este complejo proteico
esencial para su viabilidad. Aunque se desconoce la funcién especifica del sistema Tol-Pal, se
sabe que tiene multiples roles fisioldgicos, incluyendo el mantenimiento de la unién entre la
membrana externa y el peptidoglicano, la expresion de antigenos lipopolisacdridos de
superficie y factores de virulencia, la traslocacion de ADN filamentoso de fagos durante la
infeccidn y de colicinas (toxinas producidas por E. coli), ademas participan en la division celular
y en el transporte de compuestos a través de la membrana citoplasmatica (Clavel y col., 1998;
Gaspar y col., 2000; Vines y col., 2005; Bouveret y col., 1998; Riechmann y Holliger, 1997;
Gerding y col., 2007; Llamas y col, 2003).

Diversos trabajos ponen de manifiesto la implicacién de algunos de los genes tol-pal en
la patogénesis de E. coli (Hellman y col., 2002), Haemophilus ducreyi (Fortney y col., 2000),
Salmonella enterica (Bowe y col., 1998), Vibrio cholerae (Heilpern y Waldor, 2000), Erwinia
chrysanthemi (Dubuisson y col., 2005) y Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Oscarsson y
col., 2008). Se sabe que en E. coli la proteina Pal inicia la inflamacién en la sepsis, mientras que
en V. cholerae los mutantes to/lQRA muestran una defectuosa entrada del ADN fagico que
codifica para la toxina del célera. Sin embargo, no se conoce muy bien cdmo participan los

genes tol-pal en los mecanismos de virulencia de las demds bacterias (Godlewska y col., 2009).

I11.3.2. Construccion de una genoteca de X. ampelinus

Una libreria génica (genoteca) es una herramienta util para el aislamiento de
fragmentos de ADN y genes de interés. El genoma de Xylophilus ampelinus no esta
secuenciado, por lo que la construccion de su genoteca es un primer paso en el conocimiento
del mismo. Para su elaboracién se utilizd el vector fagico A-DASH ll/BamHI (Stratagene),
siguiendo el procedimiento descrito en Materiales y Métodos (apartado I.7.1). Este
bacteriéfago permite clonar fragmentos de ADN de hasta 23 kb, empaquetandose el ADN
recombinante in vitro en la capsida proteica del fago. Este infecta a la bacteria, donde se

replica y genera multiples copias, que llevan el fragmento de ADN de interés en la clonacién.
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I11.3.2.1. Digestion parcial del ADN gen6émico de X. ampelinus y ligacion al

vector A-DASH II/BamHI

El ADN gendémico de X. ampelinus se digirié parcialmente con la enzima Sau3Al, para
asi obtener fragmentos de ADN de un tamafo adecuado para la construccién de la genoteca
(15-21 kb). Esta enzima genera extremos cohesivos compatibles con los del vector A-DASH I
digerido con BamHI. Inicialmente, se realizaron ensayos de digestidon a pequefia escala (con

unos 10 pg de ADN) con la finalidad de determinar la concentracién dptima de enzima.

Las concentraciones de enzima Sau3Al ensayadas fueron las siguientes: 0,25 U/ul,
0,125 U/pl, 6,25x102 U/ul, 3,125x107 U/pl, 1,56x10% U/ul, 7,8x10° U/ul, 3,9x10° U/ul,
1,95x10° U/ul, 9x10™ U/pl, 4,5x10™ U/pl y 0 U/ul. La concentracién éptima de Sau3Al resultd
ser 3,9x10° U/pl, puesto que fue la que generd una mayor proporcion de fragmentos de un

tamafio comprendido entre 20-30 kb.

Se realizd a continuacion una digestion parcial a gran escala utilizando 50 pug de ADN
por reaccion. El cambio de escala no siempre se comporta igual que las condiciones iniciales,
por lo que se realizé la digestion con varias concentraciones de enzima, ademas de la
determinada como dptima en el ensayo previo a pequefia escala. En concreto se emplearon el
doble de la concentracién éptima, ella misma y su mitad, respectivamente: 7,8x10°3 u/ul,

3,9x10 U/ul y 1,95x10° U/pl. En este caso, la concentracién dptima fue 1,95x107 U/pl.

Tras la digestion a gran escala, se realizd una segunda seleccién de fragmentos
mediante ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa. Este paso permite incrementar la
eficiencia del empaquetamiento, ya que se eliminan muchos de los fragmentos que no
presentan un tamano adecuado y que ademas reducirian el nimero de moléculas de vector
disponible para la ligacién con fragmentos de ADN de tamafio 6ptimo. Las fracciones

separadas se analizaron en un gel de agarosa (Figura 111.8).

Figura 111.8. Visualizacién en gel de agarosa de las fracciones obtenidas por ultracentrifugacion en gradiente de
sacarosa. M: marcador de peso molecular de 1kb DNA Ladder Plus. Carriles 1-18: fracciones de la digestién parcial.
Las lineas horizontales corresponden a un tamafio de ADN de 20 kb. Las fracciones sefaladas fueron las utilizadas
para el empaquetamiento.
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El siguiente paso consistié en la ligacion de los fragmentos de ADN seleccionados con
el fago A-DASH Il digerido con BamHI. El producto de la ligacidn fue encapsidado in vitro en
fagos, por la adicidon de extractos crudos de células bacterianas que contienen las proteinas
necesarias para ensamblar un fago completo (Gigapack Il XL Packaging extract, Stratagene).
Estos fagos, que contienen los diferentes fragmentos del ADN gendmico de X. ampelinus
clonados en el vector fagico A-DASH I, son los encargados de transferir estas construcciones a

las células E. coli XL1 Blue-MRA (P2) hospedadoras mediante infeccién.

I11.3.2.2. Titulacién de la genoteca mediante infeccion en medio sdlido de

Escherichia coli XL-1 Blue MRA (P2)

El producto del empaquetamiento se titulé con el objeto de comprobar si contenia un
numero de fagos suficiente para que la genoteca fuese representativa del genoma total de
X. ampelinus. La titulacidn se realizd mediante una infeccién a pequefia escala (20 ul de
diluciones desde 10™ hasta 10™ de la solucién de fagos) y posterior recuento de las colonias
infectadas en cada dilucién. El numero de fagos recombinantes obtenidos en el
empaquetamiento se calcula en funcidn del nimero de halos de lisis (ufp o unidades
formadoras de placas) aparecidos en las infecciones realizadas en cada placa de cultivo, la
dilucién utilizada y el volumen de solucidn de fagos afiadido. El valor obtenido fue 7500 fagos

recombinantes en el volumen total de la mezcla de encapsidacion (500 pl).

La representatividad de una libreria génica viene dada por la siguiente ecuacién
descrita por Clarke y Carbon (1976):
_In(1-p)
T In(1-f)
N = nimero de fagos recombinantes necesarios

p = probabilidad de que un gen determinado se encuentre representado en algun clon
f = cociente entre el tamafio medio de los insertos y el tamafio real del genoma del organismo

Como ya se comentd en el apartado 11.7.1. de Materiales y Métodos, al desconocerse
el tamafo del genoma de X. ampelinus, se ha asumido como referencia el tamafio de una
especie muy préxima filogenéticamente, Variovorax paradoxus, que es aproximadamente 6
Mb (Han y col., 2011). Por otro lado, se consideré que el tamafo promedio de los fragmentos
encapsidados fue 15 kb, y que p debe ser del 0,9998 (99,98%) para que la genoteca sea
suficientemente representativa. Por lo tanto, el nimero de fagos recombinantes necesarios
(N) debe ser 3403. La mezcla de empaquetamiento contiene mas del doble de los fagos

necesarios, siendo por tanto la genoteca obtenida representativa del genoma de Xylophilus

ampelinus.
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El siguiente paso fue la amplificacion de la genoteca, que se titulé procediendo del

mismo modo descrito con anterioridad, obteniéndose un titulo final de 4,25x10® ufp/ml.

I11.3.3. Amplificacion de un fragmento interno del gen tolB por

PCR

La libreria genédmica de X. ampelinus permitird aislar y caracterizar diferentes genes de
esta bacteria. Para ello, el primer paso es obtener un fragmento interno del gen de interés que
se utilizard como sonda para rastrear la genoteca. El gen sobre el que se realizé el estudio fue
tolB, codificante de la proteina periplasmica TolB, identificada en el analisis protedmico. Esta
identificacion, a través del motor de busqueda MASCOT, se realizd por homologia con los
péptidos de TolB en Alicycliphilus denitrificans. Partiendo de esta secuencia, se realizd una
comparativa con la base de datos de proteinas del NCBI para conocer las especies cuyas
secuencias de TolB fuesen mas similares, resultando ser las pertenecientes a los géneros
Acidovorax, Comamonas y Variovorax. A continuacion se hizo un alineamiento entre ellas con
la finalidad de elegir las zonas mas conservadas, y asi disefiar unos cebadores degenerados que

permitiesen amplificar mediante PCR una secuencia interna de tolB (Figura I11.9).

A Alicycliphilus IAYVIKVGARYSLWYADADGENAQPALSSFPEP 237
Acidovorax IAYVIKAGSRYSLWYADADGENAQPALSSPEP 240
Comamonas IAYVIKAGAQYRLWIADADGENAQPALSSFEP 214
Varioverax AYVIKGGSRYSLWYADADGENAQRALASFEP 205

LR R R l::b 0h:..‘hb.0ll:lb:¢lli
Alicycliphilus s ADESPSFAPNSRLILYATQQRQGREA 417
Acidovorax S ADENPSFAPNS TYATQQQGREALM ( 420
Comamonas S ADESPSFAPNSRLIVYATIQGGREARIMITT K 394
Variovorax S HVMELATGNVSAITDISADESPSFAPNSKLIVYATHLQGREAIMITTLDGK 3E5

t#'h..:tt:l.:t :Q_ﬂ_::th::i'. thtlﬁ.t:.t:lt‘ IR R R R R R R R
Alicycliphilus IKRRLAGQGGDIREPD
Acidovorax IKRRLAGQGGDIRE
Comamonas IKARLAGPSGDIRE
Variovorax IKARLAGQGGDIREFDWG

LR AR R _t.t..."iﬁit::

B
tolB1 5’- GACGCSGACGGCGAGAACGCSCA -3°

tolB2 | 5'- TTGATCTTGCCGTCCAGGGTSGTSGTCAT -3°

Figura II1.9. Disefio de oligonucledtidos degenerados para la amplificacién parcial de tolB. A) Fragmento del
alineamiento realizado para el disefio de los cebadores en sentido directo (tolB1) y reverso (tolB2). El recuadro
sefala las secuencias conservadas utilizadas para el disefio de cada oligonucleétido. B) Secuencia nucleotidica de los
cebadores tolB1 y tolB2. (S=G+C).

A partir de la secuencia de aminodacidos seleccionada se dedujo la secuencia de

nucledtidos, empleando el uso de codones (obtenido de Codon Usage Database) de una
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especie proxima a X. ampelinus, Variovorax paradoxus. Con esta pareja de cebadores
degenerados (tolB1 y tolB2) se amplificé por PCR un fragmento interno del gen tolB de 678 pb.
El producto de amplificacion obtenido se secuencid, y se compard con la base de datos de
proteinas mediante el programa Blastx, confirmandose la correspondencia con la proteina
TolB. Esta secuencia se alined con las secuencias de esta proteina en Acidovorax, Alicycliphilus
y Variovorax, utilizadas anteriormente para el diseifio de los oligonucledtidos tolB1 y tolB2. A
partir de este alineamiento se disefiaron los cebadores especificos xtolB1 y xtolB2 (Figura
111.10) que permitieron amplificar un fragmento de 507 pb del gen tolB a partir de ADN total de
X. ampelinus. Este fragmento es el que se utilizé6 como sonda de to/B para rastrear la genoteca,
una vez que se comprobd que la secuencia amplificada era la correcta mediante

secuenciacion.

A

2 Avor rrnranrTencrTacndrTraTr AR A
Acidovorax ALGLAGUICGLULCIALGIGICGIICGAG
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»

xtolB1 | 5- GTCGTTCGAGTCGCGCAAGCC -3’

xtolB2 | 5- GCCGTTGGGCGCGAAGCTCGG -3’

Figura 111.10. Disefio de oligonucledtidos especificos para la amplificacion parcial de tolB. A) Fragmento del
alineamiento realizado para el disefio de los cebadores en sentido directo (xtolB1) y reverso (xtolB2). El recuadro
sefiala las secuencias conservadas utilizadas para el disefio de cada oligonucleétido. La secuencia tolb2 hace
referencia a la obtenida con los cebadores degenerados por amplificacion del ADN de X. ampelinus. B) Secuencia
nucleotidica de los cebadores xtolB1 y xtolB2.

Ademas, se realizd una comparativa de esta secuencia parcial del gen to/B de
X. ampelinus con otras secuencias de la base de datos de proteinas del NCBI. Los resultados
reflejan la cercania filogenética entre las especies con proteinas TolB con mayor identidad.
Como se puede observar en la Tabla Ill.6, las bacterias Acidovorax sp., Acidovorax radicis,
Verminephrobacter eiseniae y Comamonas testosteroni fueron las que presentaron mayor
identidad (81-85%) a nivel de aminoacidos con la secuencia parcial de las proteinas TolB de
X. ampelinus. Todas ellas, al igual que Xylophilus ampelinus, pertenecen a la familia
Comamonadaceae. Destacar como excepcion, el 83% de identidad con una posible proteina

TolB en un anfibio, Xenopus tropicalis.
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Tabla l11.6. Similaridad de la secuencia de aminoacidos deducida del fragmento interno del gen to/B de X. ampelinus
con proteinas TolB de otras especies. Se muestran los principales resultados de la busqueda en la base de datos de
proteinas realizada con Blastx, a partir de la secuencia de nucledtidos traducida.

N2 acceso Descripcion Cobertura Valor E Ide?t]dad
secuencia maxima

WP_008906954.1 Proteina de traslocacion TolB (Acidovorax sp.NO-1) 100% 510 83%
YP_006854482.1  Proteina de traslocacion TolB (Acidovorax sp.KKS102) 100% 710 83%
WP _010465530.1 Proteina de traslocacion TolB (Acidovorax radicis) 100% 210% 83%
WP 007862090.1 Motlvo.de repeticion B de la proteina TolB del sistema tol- 100% 210 85%
——  pal (Acidovorax sp. CF316)

VP 995803.1 Elr:gtle_?)a de traslocacion TolB (Verminephrobacter eiseniae 100% 410 849%
XP_002945375.1  Posible proteina TolB, parcial (Xenopus tropicalis) 100% 610 83%
YP_003277659.1  Proteina TolB (Comamonas testosteroni CNB-2) 100% 310% 81%

II1.3.4. Rastreo de la genoteca de X. ampelinus con una sonda de

tolB

El estudio anterior permitié asegurar que el fragmento de ADN clonado correspondia a
un fragmento interno del gen to/lB de X. ampelinus. A continuacion se procedié a rastrear la
genoteca de X. ampelinus (ver apartado 11.7.3. de Materiales y Métodos). Antes de comenzar el
rastreo se tituld de nuevo la genoteca, obteniéndose un valor de 2,27x10’ ufp/ml, un orden de

magnitud menos respecto a la Ultima titulacion realizada.

El rastreo se inicid realizando infecciones en placas grandes (15 cm). Se hizo la
transferencia a membranas de nailon y a continuacion se hibridaron con la sonda marcada. Se
obtuvo hibridacién con 19 fagos, correspondientes a las sefiales aparecidas en las membranas,
eligiéndose las 7 mds intensas que aparecieron en ambas réplicas. Se recogieron los 7 trozos
de agar correspondientes y se pasaron a tubos con 1 ml de tampdén SM y 50 pl de cloroformo;
se mantuvieron en agitacién a 4 °C durante 4 horas. Se hicieron nuevas infecciones en placas
medianas (9 cm) con 5 de estos fagos, empleando las diluciones 10" a 10° en SM. La placa
correspondiente a la dilucién 10™ presentaba halos de lisis aislados, lo cual permite detectar
fagos simples, por lo que se eligié para transferirla a la membrana. Se transfirieron las 5 placas
de esta dilucidn, en cada una de las cuales habia unos 40 halos de lisis de media. Se obtuvieron
varios positivos en cada placa; se eligieron 3 fagos de 3 de ellas (correspondientes a los fagos
F2, F5y F6), es decir, un total de 9 fagos. Cada trozo de agar se pasé a un tubo con tampdn SM
y cloroformo, procediendo como anteriormente. Para asegurar que las placas de lisis elegidas
procedian de fagos simples, se repitio la infeccion con los nuevos fagos aislados, haciendo

diluciones 10™ a 10 en SM. Tras la transferencia a membrana de la placa con halos de lisis

94



Resultados y Discusién

aislados y la hibridacidn, se seleccioné un fago simple de cada placa y se pasé de nuevo a un

tubo con tampdn SM y cloroformo.

Antes de continuar con la amplificacién de los fagos aislados, se realizé una PCR para
comprobar si se trataba de fagos positivos, es decir, que contenian el gen de interés. Un
volumen de 100 pl de la solucidn de fagos se traté con 5 ul de proteinasa K (Fermentas)
calentando a 55 °C durante 1 hora, y a continuacién se hirvié durante 10 minutos. Después de
este pre-tratamiento para liberar el ADN, se llevd a cabo la reaccidon de amplificacién con la
polimerasa, empleando como cebadores los mismos que para la obtencidén de la sonda
(xtolB1/xtolB2), y como control positivo ADN total de X. ampelinus. Las 9 reacciones hechas
con los 9 fagos dieron una banda de 500 pb, igual a la obtenida con el control positivo. Esto

indicaba que todos ellos contenian en su ADN ese fragmento del gen tolB.

Los fagos F2/1, F2/2, F5/1 y F6/1 se seleccionaron para su amplificacion, ya que fueron
los que presentaron unas bandas mas intensas en la PCR anterior. Tras las sucesivas rondas de
purificacidn necesarias se obtuvieron suspensiones fagicas puras (conteniendo un solo fago

recombinante) con los titulos que se indican a continuacién:

Fago2/1 8,55 x 10° ufp/ml
Fago2/2 7,80 x 10% ufp/ml
Fago5/1 5,45 x 10° ufp/ml

Fago6/1 2,15 x 10" ufp/ml

Con los fagos ya amplificados se hizo una infeccion en medio liquido con células E. coli

LE392, seguida de la extraccion del ADN fagico.

El ADN de los fagos se digirid con las enzimas BamHI, EcoRl y Xbal, que permiten la
liberacion de los brazos del vector (20 y 9 kb, respectivamente). El patrén de restriccion
obtenido permitié conocer que los fagos F2/1 y F2/2 eran idénticos, lo cual no es extrafio, ya
que se aislaron de la infeccién en placa de un mismo fago (F2). EIl ADN de los 3 fagos diferentes
se sometid a una nueva restriccién con las mismas enzimas y se visualizé el resultado en un gel
de agarosa (Figura 111.11). Dicho gel se transfirié a una membrana de nailon para realizar una

hibridacion con la sonda de to/B.

95



Resultados y Discusién

Figura Ill.11. Resultado de la digestion del ADN fagico y
de X. ampelinus con las enzimas de restriccion BamH],

20kb EcoRl y Xbal. M: marcador de peso molecular de 1kb
10kb DNA Ladder Plus. Carriles 1-3: digestion del fago 2/1.

Carriles 4-6: digestion del fago 5/1. Carriles 7-9:
5pb digestion del fago 6/1. Carriles 10-12: digestion de X.

ampelinus. El orden de la restriccion mostrado para
cada ADN es BamHlI, EcoRl y Xbal. Se sefialan las
bandas de los fagos que dieron sefial de hibridacion
con la sonda de tolB al realizar el Southern. EI ADN
digerido de X. ampelinus dio un mayor nimero de
sefiales de hibridacion, por lo que no se indican en la
figura.

Los resultados de la restriccion del ADN fagico y de la posterior hibridacion con la
sonda mediante Southern, permitieron conocer en qué fragmentos se encuentra el gen tolB,
bien sea total o parcialmente. Esta informacidn es importante a la hora de seleccionar uno de
estos fragmentos para su clonacién y secuenciacién posterior, con la finalidad de conocer el
tamafio y secuencia de to/lB en X. ampelinus, asi como la posible existencia de genes

adyacentes.

II1.3.5. Clonacion y secuenciacion de la region del genoma de

X. ampelinus en la que se localiza el gen tolB

Se eligié el fragmento de ADN de un tamafo aproximado de 18 kb obtenido tras la
digestion del fago F2/1 con la enzima Xbal, para su clonacién en el vector pBluescript KS. Este
fragmento hibridaba con la sonda de tolB, por lo que presumiblemente contenia el gen, y a

priori tenia un tamafio suficiente como para presentar la secuencia completa.

El trabajo de clonacion permitié obtener un plasmido recombinante denominado pBS-

F2/Xba que portaria el gen.

Seguidamente se hicieron una serie de digestiones simples y dobles del pldasmido pBS-
F2/Xba, con la finalidad de seleccionar de nuevo un fragmento mas pequefio que contenga el
gen de interés. Se realizd un primer bloque de digestiones simples con las siguientes enzimas
de restriccion: BamHI, EcoRl, Hindlll, Kpnl, Notl, Pstl, Sacl, Sall, Xbal y Xhol. Se eligieron
aquellas enzimas que no originaron muchos fragmentos de ADN (BamHI, EcoRI, Hindlll, Sacl y
Xbal) y se hicieron nuevas digestiones, en esta ocasion simples y dobles. El gel resultante se
transfiri6 a una membrana de nailon para su posterior hibridacion para detectar en qué

bandas estaba localizado el gen tolB (Figura 111.12).
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AR e

Figura IlIl.12. A) Resultado de las digestiones de la construccion pBS-F2/Xba con las enzimas de restriccion BamHI
(1), EcoRlI (2), Hindlll (3), Sacl (4), Xhol (5), EcoRI+Sacl (6), Hindlll+Sacl (7), EcoRI+HindIll (8), BamHI+Hindlll (9). M:
marcador de peso molecular de 1kb DNA Ladder Plus. B) Analisis mediante hibridacidn con la sonda to/B.

Como se puede observar en dicha figura, se visualizé una banda de aproximadamente
5,3 kb, en la digestién con BamHI, que podria contener el gen to/B completo dado su tamaiio,
y se eligié para ser subclonada. Se realizé una reacciéon de ligacion entre la banda extraida de
un gel de agarosa y el vector pBluescript KS digerido con BamHI. Esta construccién se
denomind pBS-F2/X-Bam. Mediante restriccion se selecciond un transformante que
presentaba dos bandas de 3 y 5,3 kb, que se corresponden con los tamafos esperados.

Mediante PCR se comprobé que contenia el gen tolB.

A fin de acotar mas la regién de ADN que presumiblemente incluiria el gen, se hicieron
restricciones de la construccion pBS-F2/X-Bam. Se procedié del mismo modo que con la
construccion anterior, haciendo varias digestiones simples, y una vez visualizado el resultado,
se realizaron digestiones simples y dobles. Se identificaron las bandas portadoras de to/B

mediante analisis por Southern (Figura I1.13).

5 kb
4 kb

3kb

2kb

1,5 kb

Figura 111.13. Resultado del analisis mediante hibridacion del plasmido pBS-F2/X-Bam digerido con EcoRl (1), Notl
(2), BamHI+EcoRl (3), BamHI+Notl (4), BamHI+Kpnl (5) y BamHI+Sall (6).

En la digestidon doble con BamHI y Kpnl se obtuvo una banda de aproximadamente

3,4 kb que dio sefial de hibridacion. Esta banda fue aislada para incorporarla mediante ligacion
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al vector pBluescript KS digerido con Kpnl, y asi obtener la construccidn que se denominé pBS-
F2/XB-Kpn. Se seleccioné un transformante mediante restriccion y se confirmd, por

amplificacidn con oligonucledtidos especificos, que tenia incluido en su ADN el gen tolB.

I11.3.5.1. Determinacion y analisis de la secuencia nucleotidica

El inserto de extremos Kpnl, subclonado en el vector pBluescript, fue secuenciado
utilizando inicialmente los cebadores universales de este vector, M13 -20 y M13 Reverso. A
partir de la secuencia obtenida, se disefiaron nuevos cebadores (Tabla II.7) para completar la
secuenciacion del fragmento clonado. De esta manera se consiguid secuenciar el gen tolB
completo y parte de otro gen que codificaria un hipotético transportador de lipidos del tipo

ABC.

Tabla lIl.7. Oligonucleétidos disefiados para la secuenciaciacion del inserto de 3,4 kb del plasmido pBS-F2/XB-Kpn.

kpn608F | 5'- GGGTGCGCCGTCGTCCCGGTA -3

kpn619R | 5- TGCTTTGCATCAGCCGCTTCGG -3’

kpn1297R | 5°- TCTTCTGAGGCGACTGCGCAT -3’

En otras bacterias, to/B aparece situado junto a otros de los genes integrantes del
complejo tol-pal. Es por ello que resultd interesante analizar las regiones adyacentes a este
gen en X. ampelinus. Dicho analisis se llevé a cabo mediante la secuenciacién del inserto de
extremos BamHI| del plasmido pBS-F2/X-Bam. La secuenciacién se inici6 empleando los
oligonucledtidos universales que anillan en el vector, continudndose con nuevos cebadores
(Tabla 111.8) disefiados a partir de las secuencias que se fueron obteniendo, hasta llegar a la

parte ya secuenciada del inserto anterior.

Tabla 111.8. Oligonucleédtidos disefiados para la secuenciacion del inserto de 5,3 kb del plasmido pBS-F2/X-Bam.

bam527F 5’-ATGCGCGCAACGCCCACCGGA- 3’

bam555R | 5-TTCTCGCCGCTGGGTCTGGTCGAG- 3’

bam1245R 5-TGCTGCCCTGCTGCATCACCA- 3’

bam1939R 5'-TTCAGTGCGCACCTCCTCCAT- 3°

De esta manera se consiguidé completar la secuenciacién del gen codificante del
transportador ABC, y también se obtuvieron las secuencias incompletas de un gen codificante
de la ribonucleasa G y del gen pal. La organizacidn de los genes hallados se esquematiza en la

Figura 111.14. La localizaciéon de pal junto a to/B ha sido descrita en otros microorganismos
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(Lazzaroni y col., 2005; Gerding y col., 2007; Yeh y col., 2010), lo que evidencia el grado de

conservacion de esta agrupacién génica también en X. ampelinus.

Kpnl (4607)
BamHI (2) Kpnl (1232) / 'Bam HI (5245)
) (e puimm) |
ribonucleasaG  transportador ABC lipido A to/B pal

Figura 111.14. Estructura de la regidon del genoma de X. ampelinus que contiene el gen to/B. El fragmento BamHI
secuenciado y clonado en el pldasmido pBS-F2/X-Bam tiene un tamafio total de 5249 pb. Se sefialan los puntos de
corte de las enzimas BamHI y Kpnl (entre paréntesis se indica la posicion nucleotidica).

Se analizé la secuencia obtenida utilizando el programa informatico DNASTAR, que
permitié deducir la secuencia aminoacidica de TolB a partir de la nucleotidica (Figura 111.15) y
localizar el marco de lectura correspondiente al gen to/B. Este gen tiene un tamafio de 1320 pb
y codifica una proteina de 439 aminoacidos con una masa molecular teérica de 46,8 kDa y un

punto isoeléctrico de 9,18.
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Figura I11.15. Secuencias nucleotidica y aminoacidica de la region del genoma de X. ampelinus que contiene el gen
tolB.
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Figura I11.15 (continuacion).
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Figura 111.15 (continuacién).
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I11.3.6. Analisis del nimero de copias del gen toIB en el genoma

de X. ampelinus

Seguidamente se realizé un andlisis para comprobar si existian mas copias del gen to/B

en otro locus del genoma de X. ampelinus.

La forma de comprobarlo consistié en digerir el ADN de esta bacteria con diferentes
enzimas de restriccion que corten fuera de la secuencia o en puntos conocidos de la misma,
originando fragmentos que podrian visualizarse en un gel de agarosa. La hibridacién con la
sonda originara tantas sefiales como copias del gen haya, salvo si la enzima corta en la
secuencia génica, en cuyo caso dependera del nimero de fragmentos que genere del gen. El
ADN de X. ampelinus se digiri6 con BamHI, EcoRlI, Hindlll, Pstl, Sall y Xhol. Se realizd una

hibridacion de Southern con la sonda de 507 pb de to/B utilizada hasta ahora.

20kb
10 kb
7 kb

5kb
4 kb

Figura Il1.16. Hibridacion de ADN total de X. ampelinus digerido con BamHI (1), EcoRlI (2), Hindlll (3), Pstl (4), Sall (5)
y Xhol (6) con una sonda de tolB.

En la Figura I11.16 se visualiza el resultado de la hibridacidn. Se puede comprobar que
con las enzimas BamHlI, Hindlll y Sall se obtiene una Unica sefal clara de hibridacién (ademas
de otras sefiales mas débiles que parecen coincidir con fragmentos resultantes de digestiones
parciales). Por el contrario, en el caso de las enzimas EcoRlI, Pstl y Xhol se obtienen un minimo
de 2 bandas de hibridacién. Teniendo en cuenta que la Unica enzima con dianas en to/B es Pstl
(por lo que cabria esperar dos sefiales de hibridacion), se puede pensar que en el caso de las
enzimas EcoRl y Xhol las distintas sefiales obtenidas se deben a digestiones incompletas del
ADN o a hibridaciones parciales con la sonda. Por tanto, este experimento parece sugerir la

existencia en el genoma de X. ampelinus de una Unica copia de to/B.
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I11.3.7. Analisis de la secuencia de aminoacidos de TolB deducida

de la secuencia de su gen

La secuencia de aminoacidos de la proteina TolB, obtenida a partir de la secuencia de
nucledtidos, fue sometida a distintos analisis que permitieron caracterizar mas ampliamente

esta proteina.

I11.3.7.1. Comparativa de la secuencia de TolB con otras especies

Se realizd una busqueda en la base de datos con el programa Blastp con el objetivo de
comparar la secuencia de aminodcidos de TolB de X. ampelinus con las secuencias de otras

especies.

Tabla 11l.7. Similaridad de secuencia de la proteina TolB de X. ampelinus con proteinas TolB de otras especies. Se
muestran los principales resultados de la busqueda en la base de datos de proteinas realizada con Blastp, a partir de
la secuencia de aminoacidos.

N2 acceso Descripcion Cobertul;a Valor E Idef't_'dad
secuencia maxima
WP _010465530.1 Proteina de traslocacion TolB (Acidovorax radicis) 94% 0,0 80%
WP 005795789.1 Motlvo.de repeticion .B dfe. la proteina TolB del sistema tol- 95% 0,0 80%
—— ———  pal (Acidovorax delafieldii)
YP_006854482.1 Proteina de traslocacion TolB (Acidovorax sp.KKS102) 94% 0,0 78%
YP_004488722.1  Proteina TolB (Delftia sp. Cs1-4) 97% 0,0 78%
YP_001564417.1  Proteina de traslocacion TolB (Delftia acidovorans SPH-1) 97% 0,0 78%
Motivo de repeticion B de la proteina TolB del sistema tol- o o

YP_004126280.1 pal (Alicycliphilus denitrificans BC) 95% 0.0 80%
WP 007862090.1 Motlvo.de repeticion B de la proteina TolB del sistema tol- 95% 0,0 829%
—— pal (Acidovorax sp. CF316)

YP_985989.1 Proteina de traslocacion TolB (Acidovorax sp. JS42) 95% 0,0 79%

YP 995806.1 :;(()]tﬁlzn)a de traslocacion TolB (Verminephrobacter eiseniae 949% 0,0 78%
YP 004234310.1 Motivo de repeticion B de la proteina TolB del sistema tol- 98% 0,0 75%

pal (Acidovorax avenae subsp. avenae ATCC 19860)

En la Tabla 11l.7 se muestran las 10 primeros resultados de la comparacién por orden
de similitud. Se obtuvo una elevada homologia con proteinas TolB de diversas bacterias. Las
especies del género Acidovorax, muy proximas filogenéticamente a Xylophilus, son las que
presentan mayor identidad. Le siguen dos especies de los géneros Delftia y Alicycliphilus. Otra
especie proxima a Xylophilus, Verminephrobacter eiseniae, aparece entre las secuencias mas

similares de TolB.

La secuencia de aminoacidos deducida se compard también mediante alineamiento

con la de las otras proteinas TolB que tenian mayor similitud, empleando el programa
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ClustalW. En la Figura ll.17 se aprecia que el grado de conservacién de la secuencia proteica es

bastante elevado, especialmente en la zona central y final de la misma.

Acidovorax
Delftia
Alicycliphilus
Xylophilus

AR TUAR DT

Acidovorax SERQ (IAAI
Delftia
Alicycliphilus
Xylophilus

Acidovorax
Delftia
Alicycliphilus
Xylophilus

Acidovorax
Delftia
Alicycliphilus
Xylophilus

Acidovorax
Delftia
Alicycliphilus
Xylophilus

Acidovorax
Delftia
Alicycliphilus
Xylophilus

Acidovorax
Delftia
Alicycliphilus
Xylophilus

Acidovorax
Delfria
Alicycliphilus
Xylephilus

Figura IlIl.17. Alineamiento multiple, mediante ClustalW, de las secuencias de aminodcidos de la proteina TolB de
Xylophilus y de 3 de las especies con mayor homologia segun los resultados de Blastp: Acidovorax radicis, Delftia sp.
y Alicycliphilus denitrificans. El cddigo de color clasifica los aminoacidos segun sus propiedades: rojo (pequefios,
hidrofébicos y aromaticos), azul (acidos), magenta (bdsicos) y verde (hidrofilicos, neutros y polares).

I11.3.7.2. Caracterizacion de la estructura primaria

La proteina se caracteriza por presentar 439 aminodcidos, de los cuales el 9,8% tiene
carga negativa y el 10,9% tienen carga positiva. Los aminodcidos mayoritarios son los mas
pequefios en tamafo, glicina (10,9%), alanina (10,7%) y serina (10,5%). Otros aminodacidos
también abundantes son arginina (7,3%), leucina (7,1%) y valina (6,8%). Estos resultados se

obtuvieron a través del programa ProtParam del servidor ExPASY (http://expasy.ch/tools/).
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I11.3.7.3. Caracterizacion de la estructura secundaria

Se realizd el estudio de la estructura secundaria de la proteina a través del programa
Psi-Pred (Protein Structure Prediction Server). Segun los resultados, la proteina presentaria un
10,7% de los aminoacidos formando a-hélices, un 34,6% laminas B y un 54,7% giros. El
programa elabora una prediccidon de la estructura secundaria que se muestra en la Figura

111.18.

SN || [ [ EEEREE L] [[1]]]] FEEEREESE || ] | cont : JIBENzzzINNNRN=ENznN ANn DRNNN n ANN oo BRRNN]
Pred: 4‘):.7 Pred: _
Pred:; CCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCCEEEEE Pred: CEEEEECCCCCCCCEEECCCCCEEEEEECCCCCCEEEEEE
AR: MKYPSPVPSEDSLRFSARRRGFVASLAGASVLPAFRQFRY AA: RRRLIANFRGSNSAPAWSPDGASLAVILSRDGGSQLYTIS
10 20 30 40 250 260 270 280
conf: JHINENEEa--nlRnsERRRNRNzas R NN RN s o0 HRE cont: JINNNN-ER-AENRNNNNNsEn-n RN NRRRN -0 RNANN:N!
Pred: :“—\tii Fred:
Pred: EEECCCCCCCCEEEECCCCCCCCHHHHHHHHHHEHHCCCC . c cc c cc
AR: EITGVGLROIF IAVVEFKGDAQSPQKIGAIVLADLERSGQ ""AA! ANGGEPKRLMQSSGIDTEPVESADGRTTYEVSDRGGAPQT
50 60 70 80 290 300 310 320
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Figura 111.18. Prediccién de la estructura secundaria de TolB realizada por el programa Psi-Pred. Los cilindros rosas
representan regiones con disposicidon en a-hélice y las flechas amarillas indican regiones con disposicidn en lamina
B. La fiabilidad de la prediccidn para cada aminodcido se representa en columnas azules.

II1.3.7.4. Caracterizacion de la estructura tridimensional

La estructura tridimensional de la proteina TolB fue modelada mediante el software

SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org) (Schwede y col., 2003). El servidor hace un
alineamiento de la secuencia aminoacidica con la base de datos de proteinas que han sido
cristalizadas y selecciona las estructuras con mayor identidad. A continuacién genera el
modelo por homologia, obteniéndose una representacién tridimensional de la estructura
proteica. En muchos casos, zonas poco conservadas del extremo amino suelen eliminarse por

el programa.
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La representacién obtenida (Figura 111.19) muestra dos zonas diferenciadas. Por un
lado, una cavidad de aspecto globoso rodeada de laminas B en la zona del extremo carboxilo,
mientras que en el extremo amino se localizan las a-hélices y también ldminas B. La estructura
predicha coincide con la de la proteina TolB de E. coli previamente cristalizada (Abergel y col.,
1999), que la define como una proteina con dos dominios estructurales: el amino terminal

formado por 2 a-hélices y 5 laminas B, y el carboxilo terminal formado por 6 bucles de ldminas

B.

Figura I11.19. Prediccion de la estructura tridimensional de la proteina TolB de X. ampelinus.
I11.3.8. Interrupcion génica de tolB por doble recombinacién

La técnica de inactivacidén génica por doble recombinacidn fue utilizada para tratar de
obtener mutantes con el gen tolB delecionado. Consiste en el reemplazamiento del gen, en la
cepa silvestre, por secuencias que lo flanquean con las que tendra lugar la recombinacion.
Estas secuencias fueron clonadas en el vector pK18mobsacB, muy utilizado en estos casos, ya
que contiene el gen sacB, que se manifiesta como letal para la bacteria cuando crece en

presencia de 10% sacarosa, ademas de resistencia a kanamicina, como sistemas de seleccién.

I11.3.8.1. Construccion del plasmido pK18mobsacB-deltolB

Se disefiaron 2 parejas de cebadores especificos (Tabla 111.8), cada una para la
amplificacion de la region corriente arriba y corriente abajo, respectivamente, del gen to/B. La
primera pareja amplificd un fragmento de ADN de 732 pb, inmediatamente anterior al gen,
con secuencias diana en sus extremos para BamHI (extremo 5°) y Xbal (extremo 3°). La
segunda pareja permitié amplificar un fragmento de 724 pb, localizado a continuacion del final

gen, con secuencias diana en sus extremos para Xbal (extremo 5°) y HindlIl (extremo 3°).
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Tabla 111.8. Oligonucleétidos disefiados para la amplificacion de la regidn corriente arriba (A) y corriente abajo (B)
del gen tolB. En negrita se indican las secuencias diana para las enzimas de restriccion correspondientes.

A deltolB1 | 5'- GTTAGGATCCAGCACGCCGACGATCAGCGTGAG -3’

deltolB2 | 5'- CTGGTCTAGATGGCAGCAAAGGCTTGGTCGGC -3’

deltolB3 | 5'- GAGGTCTAGAGGGGCCCGTTCCAGAAGCAACCCTGACAG -3’

deltolB4 5- CTTGAAGCTTTCGCGCGGCGGGCTTCGTCGTC -3°

Estos fragmentos flanqueantes de tolB se digirieron con Xbal y se ligaron. Una vez
hecha la ligacién, el producto de la reaccién de ligacion se digirié con BamHI y Hindlll y se ligd
al vector pK18mobsacB, previamente digerido con ambas enzimas. Se seleccionaron y
analizaron las colonias obtenidas tras la transformacion en E. coli DH5a del pldasmido formado.
Se obtuvieron 2 transformantes positivos, cuya construccion (Figura 111.20) se comprobd

mediante secuenciacion con los oligonucledtidos universales M13 (-20) Directo y M13 Reverso.

XKW

pk18mobsacB-delto/B
lacZ 7158 pb

deltolB

BamHI

sacB

Figura 111.20. Plasmido pK18mobsacB-delto/B construido para la delecidn del gen tolB. El inserto delto/B, formado
con las secuencias flanqueantes del gen, se introdujo en el policonector del vector pk18 mobsacB.

I11.3.8.2. Transformacion por electroporacion y seleccion de transformantes

A continuacién, el plasmido pk18mobsacB-delto/B se introdujo en X. ampelinus
mediante electroporacién, siguiendo la metodologia descrita. Se seleccionaron los
transformantes que integraron el plasmido, como consecuencia de una primera recombinacién
homéloga, mediante siembra en placa con 25 pg/ml de kanamicina. Tras varios intentos
fallidos en los que no hubo crecimiento, se consiguieron 9 transformantes en uno de los
ensayos. Estos transformantes, originados por recombinacion simple, tendrian en su genoma
copias en tdndem del gen original y el pladsmido pk18mobsacB-delto/B modificado para la

delecion (Figura 111.21).
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Los mutantes obtenidos se crecieron en medio liquido TSB y se hicieron siembras en
LPGA con 10% de sacarosa para seleccionar la pérdida del plasmido. Sélo hubo crecimiento en
placa de 2 de los transformantes, en los que aparecieron 14 y 7 colonias respectivamente.
Estas colonias se pasaron, de forma simultanea, a placas de LPGA con 10% de sacarosa y a
placas de LPGA con 10% de sacarosa y 25 pg/ml de kanamicina. Los clones capaces de crecer
en presencia de sacarosa pero no de kanamicina habran perdido el plasmido mediante una
segunda recombinacidn homologa (pérdida del gen sacB). Como consecuencia, en el material
genético bacteriano de los clones resultantes se puede encontrar una copia del gen, la original

o en su defecto un clon con el gen delecionado (Figura 111.21).

pk18mobsacB-delto/B

/ [y O Y
// Genoma X. ampelinus

B N S i) SN S B S

SEGUNDA RECOMBINACION
(escision del pldasmido)

T / e >/

Cepa Ato/B Cepa silvestre

PRIMERA RECOMBINACION

Figura 111.21. Esquema del proceso de delecién del gen to/B por doble recombinacién. La primera recombinacion
produce la integracién del plasmido pk18mobsacB-delto/B en el cromosoma de la bacteria por recombinacion
homdloga simple, pudiendo seleccionarse los recombinantes por resistencia a kanamicina. En un segundo evento
de recombinacion, forzada por crecimiento en presencia de 10% de sacarosa se produce la pérdida del plasmido.
Las células que hayan crecido en este medio pueden tener restaurado el genotipo silvestre o bien tener el gen
delecionado.

Mediante esta aproximacion sdélo se obtuvieron 3 posibles doble recombinantes que se
comprobaron mediante PCR con los oligonucledtidos especificos xtolB1 y xtolB2. El resultado
de dicho analisis (Figura I11.22) muestra una amplificacién normal de un fragmento interno del
gen tolB. Este dato claramente indicaba que los recombinantes obtenidos presentaban un

genotipo similar al de la cepa silvestre y, por tanto, sin delecién del gen to/B.

108



Resultados y Discusién

M 1 2 3 4 5 6 M C+ C-

= -

- .

=Y 1Ty
70055 | w9 (9 ‘ - )
500 pb = :

Figura 111.22. Resultado de la PCR realizada con los posibles dobles recombinantes (carriles 1, 3 y 6) y con otros 3
clones que crecieron en ambas placas (carriles 2, 4 y 5). M: marcador de 1kb DNA Ladder Plus. C+: control positivo.
C-: control negativo.

Ademads se realizdé una comprobacion adicional mediante Southern, que confirmase los
resultados de la PCR. El ADN de los 3 posibles dobles recombinantes y de otros 3 clones que
crecieron en presencia de sacarosa y kanamicina, se digirié con EcoRl y se hibridé con la sonda.
En la Figura IlIl.23 se puede ver que el patrén de hibridacién de los 3 hipotéticos dobles
recombinantes (clones 1, 3 y 6) es el mismo que el de la cepa silvestre (WT), y diferente al de
los otros 3 clones (2, 4 y 5). Esto puede deberse a que los dobles recombinantes incorporaron
la copia original del gen to/B, mientras que los otros clones no habrian perdido el plasmido y
presentan tanto la copia original como la delecionada. El crecimiento de estos clones en
presencia de sacarosa, a pesar de conservar el plasmido, es posible en el caso de que el gen
sacB hubiese sufrido una mutacién. Por otro lado, aunque este gen es letal en presencia de
sacarosa para la mayoria de los clones que lo portan, en algunos casos se puede producir

crecimiento.

1 2 3 4 5 6 WT
20 kb
P
10 ki =i
7kb =

Figura 111.23. Resultado de la hibridacion de los hipotéticos recombinantes y de la cepa silvestre de X. ampelinus con
la sonda de tolB.

Este experimento se repitid varias veces mas, siempre con idéntico resultado: sin éxito
para la delecidn del gen to/B. Una posible explicacién podria estar relacionada con la evidencia
de que, segun algunos autores, el complejo Tol-Pal es esencial para la viabilidad de la célula, de
tal forma que los efectos de las mutaciones en alguno de sus componentes resultan letales en

ciertas especies bacterianas (Dubuisson y col., 2005; Yeh y col., 2010). Por tanto, parece
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evidente que por doble recombinacidn estariamos seleccionando aquellos clones con un gen

tolB funcional, ya que el mutante delecionado podria ser letal.

II1.4. Obtencion de mutantes avirulentos e
hipervirulentos de X ampelinus mediante

mutagénesis con una transposasa

La insercién de elementos genéticos transponibles en el ADN es una herramienta

mutagénica que permite el andlisis funcional de genes. Esta técnica fue empleada para la

identificacion de proteinas implicadas en la virulencia de X. ampelinus.

I11.4.1. Mutagénesis mediante transposasa. Rendimiento de

obtencion de mutantes

El complejo estable formado por el transposén EZ-Tn5 <R6Kyori/KAN-2> y la enzima
EZ-Tn5 transposasa se introdujo en células electrocompetentes de X. ampelinus mediante
electroporacién. La transposasa, activada por el Mg™ intracelular, facilita la insercién del
transposon realizando cortes en las dos hebras del ADN bacteriano que generan extremos
cohesivos. Durante la replicacién la polimerasa rellena los huecos originados, de tal forma que

se duplica la secuencia que flanquea al transposoén (Figura 111.24).

Cortes de la transposasa
en el punto de insercion

Transposon

ADN diana

Insercion del transposon

Duplicado de las secuencias
flanqueantes del transposon
tras la replicacion

Figura 111.24. Esquema del proceso de insercion del transposén en el ADN diana.

En un primer ensayo de electroporacion se obtuvieron 871 transformantes,

seleccionados en placas con kanamicina, lo que supuso un rendimiento neto de 27 mutantes

110



Resultados y Discusién

por ng de transposdn. En una segunda serie de mutagénesis, en las mismas condiciones que la
anterior, se logré un rendimiento mayor con 43 mutantes/ng, obteniéndose en total 1395

transformantes.

I11.4.2. Analisis del caracter virulento de los mutantes obtenidos:

ensayos con hojas de plantulas de vid desarrolladas in vitro

La determinacion del caracter virulento de los mutantes obtenidos por transposicién
se realizd mediante ensayos en hojas de vid de plantas desarrolladas in vitro, mediante un
analisis de virulencia que tuvo que ser desarrollado en el laboratorio. Estas hojas se obtuvieron

a partir de plantulas desarrolladas in vitro bajo las condiciones descritas previamente.

En total se analizaron 35 mutantes, cada uno de ellos sobre 4 hojas de vid. Como
referencia de la relevancia de las lesiones producidas se hicieron inoculaciones con la cepa
silvestre (control positivo) y con glicerol al 20% (control negativo). Los dafios fueron visibles
transcurridos al menos 10 dias desde la infeccion. De los 35 mutantes ensayados, 5 fueron
considerados como avirulentos (clones 12, 16, 23, 33 y 554) y 4 como hipervirulentos (clones 3,

4, 14y 32), en funcién de los dafios observados en las hojas (Figura I11.25).

Clon 554 Control (-)

Figura 111.25. Dafios en hoja producidos por los mutantes seleccionados hipervirulentos (clones 3, 4, 14y 32) y
avirulentos (clones 12, 16, 23, 33 y 554), la cepa silvestre (WT) y el control (-).
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En los clones mas virulentos la extension de la necrosis fue mayor, agravada por la
pérdida marginal de tejido y el aumento de la decoloracién, con respecto a las lesiones
producidas por la cepa silvestre de X. ampelinus. Los escasos dafios producidos por algunos de
los clones aceptados como avirulentos se limitan a una ligera decoloracién en los margenes de

la hojay en la herida provocada al realizar la inoculacidn.

Una vez seleccionados 5 clones avirulentos (Av) y 4 hipervirlentos (Hv), se volvié a
realizar el ensayo anteriormente descrito con estos 9 clones, obteniendo el mismo resultado,

con lo que se ratifico la clasificacién realizada en el ensayo anterior segun su virulencia.

111.4.3. Identificacion de los genes interrumpidos en mutantes

avirulentos e hipervirulentos seleccionados

Las variaciones en la virulencia de los mutantes seleccionados es un indicador de la
posible alteracidn de algun gen relacionado con patogenicidad. La insercidn del transposdn en
el genoma supone la interrupcién de la secuencia génica. La identificacién de los genes
interrumpidos en estos mutantes se realizd siguiendo el procedimiento descrito (Materiales y

Métodos, apartado 11.8.1) que se esquematiza en la Figura I11.26.

o, &7 -
@& - &F - &

Digestion y reparacion
Clon con EZ-Tnb <R6KyorilKAN-2> del ADN gendmico Autoligacion

Transformacion en E. coli pir-116
y seleccion en placas con kan

Aislamiento de ADN plasmidico Aislamiento de clones seleccionados

Figura 111.26. Esquema del procedimiento seguido para la identificacidn de los genes interrumpidos en los mutantes
seleccionados. (Modificado de http://www.epibio.com/).

El ADN digerido de forma independiente con EcoRIl y con Pvull, una vez reparado y
autoligado, se introdujo en forma de plasmido en la cepa E. coli TransforMax™' EC100D™ pir-
116 mediante electroporacién. Los transformantes se seleccionaron en placas con kanamicina.
Se eligié un clon de cada mutante para secuenciar su ADN, utilizando los cebadores especificos
del transposoén insertado, KAN-2 FP-1 (5' -ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC- 3') y R6KAN-2
RP-1 (5' -CTACCCTGTGGAACACCTACATCT- 3'). Estos cebadores estan orientados hacia la parte
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externa del transposon, de tal forma que se obtiene la secuencia de la regidén en la que se
insertd. Con esta secuencia se realizd una bldsqueda en la base de datos de proteinas con la

herramienta Blastx, a partir de la secuencia de nucledtidos traducida.

En la Tabla 111.9 se indican las proteinas codificadas por los genes interrumpidos en los

9 mutantes analizados y sus funciones.

Tabla 111.9. Proteinas afectadas por la interrupcion de genes en los mutantes avirulentos e hipervirulentos
seleccionados. Entre paréntesis se indica el microorganismo en el que se ha descrito la proteina identificada.

Mutante Clasificacion Proteina afectada Funcion proteina Referencia

Desconocida. Posible regién
Hv3 hipervirulento promotora regulador Desconocida
transcripcional LysR

Dominio de unién a
Hv4 hipervirulento peptidoglicano Funciones de union YP_004386439.1
(Alicycliphilus denitrificans)

Hv14 hipervirulento Proteina de division celular Esencial en division celular WP _007940319.1
FtsQ (Pseudomonas sp.)

Dipépti fi
Proteina repeticién YD (Delftia ipéptido muy conservado, forma parte de

Hv32 hipervirulento ! las proteinas Rhs. Algunas proteinas de esta ~ YP_001564737.1
acidovorans) - .. . . -
familia estan implicadas en virulencia.
Av12 avirulento Proteina hipotética Desconocida

Av16 avirulento Tirosina fosfatasa . Implicada en virulencia YP 361664.1
(Xanthomonas campestris)

Transportador de Mn*?> MntH ) p, )
P Sistema de transporte de Mn*. Implicada

Av23 avirulento (Pseudomonas . . X , WP _007160634.1
en la virulencia de bacterias patdgenas.
psychrotolerans)
, . ) Dipéptido muy conservado, forma parte de
P YD (Del,
Av33 avirulento roteina repeticion YD (Delftia las proteinas Rhs. Algunas proteinas de esta ~ YP_001564737.1

acidovorans) - .. . .
familia estan implicadas en virulencia.
Transportador de Mn*> MntH
Av554 avirulento (Pseudomonas
psychrotolerans)

Sistema de transporte de Mn*. Implicada

. . . . WP_007160634.1
en la virulencia de bacterias patégenas. -

La mayoria de los genes interrumpidos codifican para proteinas que en algun
microorganismo han sido relacionadas o estan implicadas en virulencia. Es el caso de la tirosina
fosfatasa (mutante Av16) (Alfano y Collmer, 2004), del transportador de Mn**> MntH (mutantes
Av23 y Av554) (Anderson y col., 2009) y del dipéptido YD que forma parte de proteinas Rhs
(mutantes Hv32 y Av33) (Kung y col., 2012). Estos dos mutantes, a pesar de tener un grado de
virulencia muy diferente, tienen afectado el mismo gen. Dado que el punto de insercion del

transposon no fue el mismo en ambos mutantes, puede explicar que los efectos sean distintos.

Otras proteinas afectadas tienen funciones de unién (mutante Hv4) o participan en la
division celular (mutante Hv14), sin relacién aparente con patogénesis. Se desconocen los

genes interrumpidos en los mutantes Hv3 y Av12, pudiendo estar relacionados con otros genes
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adyacentes. El caso del mutante Hv3 merece especial atencién, ya que la insercion del
transposon parece situarse en la region promotora de un gen que codifica un regulador
transcripcional de la familia LysR. Concretamente se inserté a 173 nucledtidos del coddn inicial
del gen. Parece evidente que su insercidon en este punto podria provocar una ineficiente
transcripcidn o expresion de dicho gen. Las proteinas de esta familia regulan la virulencia en

bacterias patégenas (Maddocks y Oyston, 2008).

I11.4.4. Analisis del mutante avirulento Av23: caracterizacion del

gen mntH

De entre los mutantes ensayados en hoja de vid, el mutante Av23 fue el que parecid
mostrar un menor nivel de virulencia, por lo que se eligid para realizar un estudio mas
exhaustivo. Como ya se ha indicado, este clon presentaba interrumpido un hipotético gen

mntH, que codificaria la proteina transportadora de Mn*> MntH.

MntH es un transportador de cationes divalentes dependiente de protones, de alta
afinidad por manganeso, localizado en la membrana citoplasmdtica de diversas bacterias. Su
extremo N-terminal se sitla en el citoplasma, seguido de varios dominios transmembrana,
mientras que el C-terminal alcanza el periplasma (Courville y col, 2004). Esta proteina es
homdloga de la familia de proteinas de eucariotas NRAMP (natural-resistence-associated
macrophage protein), que transportan Fe™> y Mn** principalmente (Kehres y col., 2000; Makui y
col., 2000; Que y Helmann, 2000). En algunas bacterias éste es el principal sistema de
adquisicion de manganeso y resulta necesario para el crecimiento bacteriano y el
mantenimiento de la homeostasis celular de este catién (Hohle y O'Brian, 2009). Mn** es un
importante cofactor en una gran variedad de enzimas, algunas de ellas protectoras contra el
estrés oxidativo como la catalasa y la superdxido dismutasa (Makui y col., 2000; Runyen-
Janecky y col., 2006). La expresidn del gen mntH es inducida por exposicién al peréxido de
hidrégeno y reprimida por Mn* a través de proteinas reguladoras como OxyR y MntR,
respectivamente (Que y Helmann, 2000; Kehres y col., 2002; Anjem y col., 2009). El sistema
MntH tiene un papel importante en virulencia, permitiendo el crecimiento intracelular del
patdgeno y facilitando la proteccion frente a las especies reactivas del oxigeno generadas por
el hospedador en respuesta a la infeccion (Champion y col.,, 2011). La mutacién de mntH
implica la disminucién de la virulencia en varias especies bacterianas y un aumento en la
sensibilidad al perdxido de hidrégeno en condiciones limitantes de manganeso, por lo que
MntH y Mn** resultan esenciales en patogénesis (Zaharik y col., 2004; Papp-Wallace y Maguire,
2006; Anderson y col., 2009; Champion y col., 2011; Perry y col., 2012).
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I111.4.4.1. Analisis de la region del genoma de X. ampelinus que contiene el gen

mntH

La regién del ADN de X. ampelinus en la que se localiza mntH fue secuenciada con la
finalidad de caracterizar este gen y las zonas adyacentes al mismo. Se secuencid por completo
el plasmido de 4 kb de uno de los clones obtenidos tras la digestion con EcoRI del ADN del

mutante Av23 vy su posterior autoligacion y transformacion en E.coli (apartado 111.4.3).

A partir de la secuencia conocida tras la secuenciacidn del mutante Av23 en ambas
direcciones desde el punto de insercidn del transposdn, que permitié identificar mntH como el
gen interrumpido en este clon, se disefiaron nuevos cebadores (Tabla II1.10) para completar la

IM

secuenciacion de esa region mediante la estrategia del “cromosome walking”.

Tabla 111.10. Oligonucledtidos disefiados para la secuenciacion parcial del ADN del mutante Av23.

23ec612F | 5-GTGCTGGCCGCGGCGCAGGAT- 3’

23ec611R 5-ACAGCAGCATGTAGCCGAACT- 3’

23ec1297F | 5'-ACGCGACCGACCAGATTGCGCA- 3’

23ec1387R | 5'-GTGGTGCGCCGCCCTTACCGA- 3’

Mediante analisis por Blastn de la secuencia obtenida, se determind la secuencia
completa de mntH, y se identificaron los genes codificantes de la proteina MntR y de un
receptor dependiente de TonB (incompleto), localizados corriente arriba y corriente abajo,

respectivamente (Figura I11.27).

Insercion del transposén (770)
EcoRlI 1 EcoRI

| e loen) E——)

mntR mntH Receptor dependiente de TonB

Figura 111.27. Esquema general de la organizacién génica de la region gendmica de X. ampelinus que contiene el gen
mntH interrumpido en el mutante Av23. Se indican los puntos de corte de EcoRl en la secuencia de nucleétidos y el
punto exacto de insercidn del transposon en el gen mntH (entre paréntesis se indica la posicion nucleotidica desde
el inicio del gen).

El analisis de la regidn gendmica permitid localizar el gen mntR que codifica la proteina
MntR. MntR es una proteina reguladora del transporte de manganeso, perteneciente a la
familia de reguladores transcripcionales DtxR. Actia como represor de la transcripcion del gen

mntH en presencia de Mn** (Que y Helmann, 2000; Kehres y col., 2002). La presencia de esta

proteina evidencia que la regulacidn de mntH en X. ampelinus tiene lugar a través de MntR. De
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hecho, en la region intergénica entre los genes mntR y mntH se localizd una secuencia
palindrémica muy conservada que corresponderia a una zona de unién de la proteina

reguladora MntR (Figura 111.28).

X. ampelinus mntH ATTTATAGCCCAGGCTATAT
Escherichia coli mntH EEACATAGCCTITGCTATGT
Salmonella entérica mntH oL CATAGCLLAGGCTATGT
Salmonella entérica sitABCD TRACATAGCELAGGCTATAT
Xanthomonas oryzae yebN GGCMTE%CQW@

Figura 111.28. Alineamiento de la secuencia de la hipotética zona de unidn de la proteina MntR detectada en la
region intergénica entre los genes mntR y mntH de X. ampelinus con otras secuencias de unidn a MntR detectadas
en el gen mntH de E. coli (Patzer y Hantke, 2001), en mntH y promotores de sitABCD de Salmonella enterica (lkeda y
col., 2005), y en el promotor de yebN (Liy col., 2011). Destacados en gris se sefalan los residuos conservados en las
secuencias comparadas. Las flechas indican las secuencias palindrémicas que reconoceria la proteina MntR.

Los receptores dependientes de TonB son una familia de proteinas de la membrana
externa de bacterias Gram negativas. Estas proteinas son receptores especificos de membrana
implicados en la captacion de nutrientes esenciales para la célula como el hierro. Este proceso
de entrada de sustratos requiere energia que es proporcionada por un complejo proteico al
gue pertenece la proteina TonB, con la cual interaccionan estos receptores dependientes de
TonB. TonB es una proteina localizada en la membrana citoplasmatica de bacterias Gram
negativas. Junto con las proteinas ExbB y ExbD, forma un sistema que media la transduccién de
energia proton-motriz desde la membrana citoplasmdtica a la membrana externa. Esta fuente

de energia es necesaria para el transporte hacia el interior de la célula de complejos

hierro-sideréforos y de vitamina B12 (Letain y Postle, 1997).

La secuencia nucleotidica del gen mntH fue analizada a través del programa DNASTAR,
lo que posibilité deducir la secuencia aminoacidica de su proteina (Figura 111.29) y localizar el
marco de lectura de mntH. Este gen presenta un tamafio de 1275 pb y codifica para una
proteina de 424 aminodcidos cuya masa molecular tedrica es 45,2 kDa y su punto isoeléctrico

9,2.

Figura 111.29. Secuencias nucleotidica y aminoacidica de la region del genoma que contiene el gen mntH en
Xylophilus ampelinus.
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Figura 111.29 (continuacién).
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mntR (posicién 581-104) |:> Receptor dependiente de TonB

(posicion 2270-4025. Incompleto)
‘ mntH (posicién 910-2184)

Figura 111.29 (continuacion).
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111.4.4.2. Amplificacion del gen mntH por PCR

Se realizd la amplificacion completa de mntH mediante PCR, necesaria para obtener
una sonda de este gen y para el desarrollo de estudios posteriores. Se disefiaron
oligonucledtidos especificos (Tabla 111.11) que permitiesen la amplificacidon desde el inicio hasta
el final del gen. Se utilizd6 como molde ADN gendmico de la cepa silvestre. El producto de
amplificacion, una vez verificado su tamafio (1,2 kb) y purificado, se secuencié para comprobar

gue no contenia errores, condicién necesaria para estudios de expresién.

Tabla 111.11. Oligonucleétidos disefiados para la amplificacion del gen mntH.

mntHF 5'-ATGAACGGCAGCGTGCCGGTG- 3’

mntHR | 5-CTACCAAGTGGCCATGTCGAAAAGC- 3’

I11.4.4.3. Analisis del nimero de copias del gen mntH en el genoma de

X. ampelinus

Se desconoce el numero de copias existentes en el genoma de X. ampelinus del gen
mntH. Para comprobarlo, se digirid su ADN con BamHI, EcoRlI, Hindlll, Pstl, Sall y Xhol, y se
realizd una hibridacién mediante Southern con la sonda de 1,2 kb obtenida anteriormente por

amplificacion de mntH.
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Figura I11.30. A) Gel de agarosa mostrando el resultado de la digestion del ADN de X. ampelinus con las enzimas de
restriccion BamHlI (1), EcoRlI (2), Hindlll (3), Pstl (4), Sall (5) y Xhol (6). B) Analisis mediante hibridacién con la sonda
de mntH..

El resultado de la hibridacion (Figura 111.30) muestra una banda en cada uno de los
carriles, correspondientes a las digestiones con las diferentes enzimas de restriccion. Esto
indica que solo existe una copia de mntH en X. ampelinus. Las enzimas empleadas no cortan en

la secuencia del gen, a excepcion de Pstl, que tiene dos puntos de corte en mntH, originando

119



Resultados y Discusién

fragmentos de 309, 329 y 1858 pb, cada uno de ellos con parte del gen. La Unica banda de
hibridacion en el carril de la digestién con esta enzima se corresponde con el fragmento de
mayor tamafio, mientras que los fragmentos mas pequeiios generarian una seial demasiado

débil, inapreciable en el revelado de la membrana.

I11.4.4.4. Andlisis de la secuencia de aminoacidos de MntH deducida a partir

de la secuencia del gen

A continuacién se llevd a cabo un analisis de la composicién y estructura de la
secuencia de aminodacidos de MntH, determinada a partir de la secuencia de nucledtidos, con

el objetivo de ampliar el conocimiento sobre esta proteina.

111.4.4.4.1. Comparativa de la secuencia de MntH con otras especies
La secuencia de la proteina MntH de X. ampelinus fue comparada con otras proteinas

de la base de datos para identificar posibles homélogos en otras especies.

Tabla 111.12. Similaridad de la secuencia de la proteina MntH de X. ampelinus con proteinas MntH de otras especies.
Se muestran los principales resultados de la buisqueda en la base de datos de proteinas realizada con Blastp, a partir
de la secuencia de aminodcidos.

Referencia Descripcion S:?:::ir: Valor E I(:;::;Zd
WP 007160634.1 ;;;:;fgtrjedrzzg)e ETENGED (S Bees 99% 0,0 82%
WP_017640021.1 Transportador de manganeso (Pseudomonas sp. 313) 99% 0,0 81%
WP_019364645.1 Transportador de manganeso (Pseudomonas luteola) 99% 0,0 80%
we otosasies e o e eI gg 00 o
WP 019904854.1 Transportador de manganeso (Methylobacterium sp. 77) 99% 0,0 79%
WP 018042420.1 Transportador de manganeso (Methylobacterium sp. 88A) 99% 0,0 78%
WP _017913854.1 Transportador de manganeso (Xanthomonas sp. SHU166) 99% 0,0 82%
WP_017909490.1 Transportador de manganeso (Xanthomonas sp. SHU199) 99% 0,0 81%
WP 017917152.1 Transportador de manganeso (Xanthomonas sp. SHU308) 99% 0,0 82%
WP_008370962.1 Transportador de manganeso (Pseudomonas sp. M47T1) 99% 0,0 79%

En la Tabla 11l.12 se muestran las 10 proteinas mas similares de la comparacion,
dispuestas en el orden generado por el programa Blastp. Se observa una clara homologia con
proteinas transportadoras de manganeso, concretamente con proteinas MntH, de diferentes
especies. La mayor identidad en aminoacidos es con la proteina MntH de Pseudomonas
psychrotolerans, seguida de proteinas transportadoras de manganeso de especies de los
géneros Methylobacterium y Xanthomonas. El grado de identidad entre estas proteinas es
elevado, indicativo de que MntH es una proteina bastante conservada, caracteristica comun en

las proteinas de la familia NRAMP (Courville y col., 2004).
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La comparativa entre secuencias se completd con el alineamiento entre la secuencia
de aminoacidos deducida y las de otras proteinas MntH con mayor similitud respecto a la de
Xylophilus, empleando el programa ClustalW. En la Figura 111.31 se visualizan numerosas zonas
idénticas entre las distintas especies, lo cual era de esperar después de los resultados

obtenidos mediante Blast.

Xylophilus
Xanthcmonas
Pseudomonas
Methylobacterium

Xylophilus
Xanthomonas 31 v ATVLOGLAARLG
Pseudomonas LLSV

Methylobacterium

Xylophilus
Xanthomonas
Pseudomonas
Methylobacterium

Xylophilus
Xanthomonas
Pseudomonas
Methylobacterium

Xylophilus
Xanthcmonas
Pseudomonas
Methylobacterium

Xylophilus
Xanthomonas
Pseudomonas
Methylobacterium

Xylophilus
Xanthcmonas
Pseudomonas
Methylobacterium

Xylophilus KVLFDMATW- 424
Xanthomonas
Pseudomonas

Methylobacterium

Figura 111.31. Alineamiento multiple, mediante ClustalW, de las secuencias de aminoacidos de la proteina MntH de
Xylophilus y de 3 de las especies con mayor homologia seglin los resultados de Blastp: Pseudomonas
psychrotolerans, Methylobacterium sp. 77 y Xanthomonas sp. SHU166. El cédigo de color clasifica los aminoacidos
seglin sus propiedades: rojo (pequefios, hidrofébicos y aromaticos), azul (acidos), magenta (basicos) y verde
(hidrofilicos, neutros y polares).

111.4.4.4.2. Caracterizacion de la estructura primaria

MntH estd formada por 424 aminodcidos, 27 de ellos con carga positiva y 21 con carga
negativa. Predominan en la secuencia los aminoacidos con cadenas hidrofébicas, alanina
(13,7%), leucina (15,3%) y valina (11,6%), aunque también abundan los residuos de glicina

(8,3%).
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111.4.4.4.3. Caracterizacion de la estructura secundaria

El estudio de la estructura secundaria de la proteina a través del programa Psi-Pred
determind que la proteina presenta un 76,4% de los aminoacidos formando a-hélices, un 1,4%
[dminas By un 22,2% giros. La prediccidn de la estructura secundaria realizada por el programa

se muestra en la Figura 111.32.

cont: JINNNNNNNRNRRNRRRRNNNEREEE 0N NNRoonllEt

cont: JINNEnsEREBanNRNRNRRRREEEERon0n0000n0nEt

—

)]
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Figura 111.32. Prediccién de la estructura secundaria de MntH realizada por el programa Psi-Pred. Los cilindros rosas
representan regiones con disposicidon en a-hélice y las flechas amarillas indican regiones con disposicion en lamina
B. La fiabilidad de la prediccidn para cada aminodcido se representa en columnas azules.

La alta proporcidn de aminodacidos hidrofébicos se traduce en la presencia en esta
proteina de 10 segmentos transmembranales (Figura I1.33) deducidos por el programa

informatico Split-4.0 (http://split4.pmfst.hr/split/4/). Este dato confirma que MntH es una

proteina integral de membrana, de acuerdo con su funcién bioldgica de transportador de
membrana. Ademas, esta topologia transmembrana es muy similar a la de otras proteinas
MntH de otras especies (Courville y col., 2004), lo cual confirma el alto grado de conservacion

de esta proteina.
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Figura 111.33. Prediccion de los dominios transmembrana de la proteina MntH mediante el programa Split-4.0. El
modelo establece 10 dominios transmembrana (designados como TM1 hasta TM10) en esta proteina.

111.4.4.4.4. Caracterizacion de la estructura tridimensional

La estructura tridimensional de la proteina MntH fue modelada por homologia
mediante el software SWISS-MODEL. La representacion obtenida (Figura 111.34) presenta una
fiabilidad muy baja, segun el programa esto puede suceder por tratarse de una proteina de
membrana o porque la calidad del modelo sea mala. La estructura predominante es la a-

hélice, coincidiendo con la prediccion de la estructura secundaria.

Figura 111.34. Prediccion de la estructura tridimensional de la proteina MntH de X. ampelinus.

111.4.4.5. Interrupcion génica de mntH
La técnica utilizada para la interrupcion del gen mntH fue la misma que se empled para
tratar de interrumpir el gen tolB, la inactivacion génica por doble recombinacidn (Figura 111.35).

Igualmente se eligid el vector pK18mobsacB para la clonacién de las secuencias flanqueantes

del gen mntH. Como ya se comentd, este pldsmido contiene el gen sacB, letal para la bacteria
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cuando crece en presencia de 10% sacarosa, ademas de resistencia a kanamicina, como

sistemas de seleccién.

pk18mobsacB-delmntH

/ Kmr % sacB %/
\l\ PRIMERA RECOMBINACION
/‘ | > ‘/ Genoma X. ampelinus

- o > o >

SEGUNDA RECOMBINACION
(escision del plasmido)

/ [Jasim] > /] [ >

Cepa AmntH Cepa silvestre

Figura 111.35. Representacidon esquematica del proceso de delecién del gen mntH por doble recombinacién. La
primera recombinacién produce la integracion del plasmido pk18mobsacB-delmntH en el cromosoma de la bacteria
por recombinaciéon homadloga simple, pudiendo seleccionarse los recombinantes por resistencia a kanamicina. En
una segunda recombinacion se produce la pérdida del plasmido, forzada por crecimiento en presencia de 10% de
sacarosa. Las células que hayan crecido en este medio pueden tener restaurado el genotipo silvestre o bien tener el
gen delecionado.

111.4.4.5.1. Construccidn del plasmido pK18mobsacB-delmntH

Se disefiaron 2 parejas de cebadores especificos (Tabla Ill.13), cada una para la
amplificacion de la regién corriente arriba y corriente abajo, respectivamente, del gen mntH.
La primera pareja amplificé un fragmento de ADN de 711 pb, inmediatamente anterior al gen,
con secuencias diana en sus extremos para BamHI (extremo 5°) y Xbal (extremo 3°). La
segunda pareja permitié amplificar un fragmento de 702 pb, localizado inmediatamente a
continuacién del final gen, con secuencias diana en sus extremos para Xbal (extremo 5°) y

HindlIIl (extremo 3°).

Los fragmentos de ADN obtenidos tras la amplificacion por PCR se digirieron con Xbal y
se ligaron. A continuacién se digirié con BamHI y Hindlll y se ligd al vector pK18mobsacB,

previamente digerido con ambas enzimas.
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Tabla I11.13. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion de la region corriente arriba (A) y corriente abajo (B)
del gen mntH. En negrita se indican las secuencias diana para las enzimas de restriccién correspondientes.

A delmntH1 | 5- CTTAGGATCCTCGCGGCGGGCGCAGTCGGCGT -3

delmntH2 | 5'- ACATTCTAGACTCGCCCAGGCTGGCGCCGGCG -3°

delmntH3 | 5'- GGTATCTAGAAGAAAGTAGCGATGACCGTTTCCGATGCGATGCG -3°

delmntH4 5’- CTAGAAGCTTCGGCGCATCCGGTCGCAGTTGTC -3°

Se seleccionaron y analizaron las colonias obtenidas tras la transformacién en E. coli
DH5a del plasmido formado. Se obtuvieron 4 transformantes positivos, cuya construccion
(Figura 111.36) se comprobd mediante secuenciacién con los oligonucledtidos universales M13

(-20) Directo y M13 Reverso.

lacZ
HindIII __

N\
-4
delmntH XKW

BamHI

—~~= pkl18mobsacB-delmntH

lacz
7108 pb

/ __sacB

Figura 111.36. Plasmido pK18mobsacB-delmntH construido para la delecién del gen mntH. El inserto delmntH,
formado con las secuencias flanqueantes del gen, se introdujo en el policonector del vector pk18mobsacB.

111.4.4.5.2. Transformacion por electroporacion y seleccion de transformantes

Mediante electroporacidon se introdujo la construccion pkl18mobsacB-delmntH en
X. ampelinus. Se seleccionaron los transformantes que integraron el plasmido, como
consecuencia de una primera recombinacién homdloga, mediante siembra en placa con
25 pug/ml de kanamicina. Tras varios intentos sin éxito en los que no hubo crecimiento, se logré
conseguir 1 transformante en uno de los ensayos. Este transformante seria portador del gen

original y del modificado para la delecidn.

El mutante obtenido se crecié en medio liquido TSB y se hicieron siembras en LPGA
con 10% de sacarosa para seleccionar la pérdida del pldsmido. Tras varias siembras se
obtuvieron 14 colonias. Estas colonias se pasaron, de forma simultanea, a placas de LPGA con
10% de sacarosa y a placas de LPGA con 10% de sacarosa y 25 pg/ml de kanamicina. Los clones

que hayan crecido en presencia de sacarosa pero no de kanamicina habrdn sufrido una
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segunda recombinacion homologa, y en su genoma habra una copia del gen, la original o la

delecionada.

Sélo se obtuvieron 6 posibles doble recombinantes que se comprobaron mediante PCR
con los oligonucleétidos especificos bmntH1 (5 -CTTAGGATCCGTGTGGCGTGGCGCGCAGCGGT-
3) y bmntH2 (5'-CTGTGGATCCGGAAACGGTCATCGCTACTTTCT-3"), que amplifican un
fragmento de 1,6 kb que incluye la secuencia completa de mntH. Se produjo amplificacién con

todos ellos (Figura 111.37), resultado que demuestra que no se produjo la delecidn del gen.

2kb

L5KD e | e - S S e -

500 pb —|

Figura 111.37. Resultado de la PCR realizada con los posibles dobles recombinantes (carriles 1 al 6). M: marcador de
1kb DNA Ladder Plus. Todos los clones producen amplificacidn de la banda de 1,6 kb que contiene el gen mntH. Las
otras bandas de distintos tamafios que aparecen son producto de amplificaciones inespecificas.

Se repitid este ensayo en varias ocasiones sin que se lograse la delecion del gen mntH.
Este gen codifica para una proteina de membrana, sin la cual el crecimiento se ve dificultado
en algunas bacterias (Anderson y col., 2009; Hohle y O’Brian, 2009). Podria ser ésta la causa de

gue no se obtengan clones viables careciendo de un gen mntH funcional.

111.4.4.6. Estudio de la expresion de MntH en el sistema de expresion pET

SUMO

El sistema de expresion pET SUMO permite la expresidn, purificacidén y la generacién
de proteinas de fusidon recombinantes en E. coli. Puesto que la fusidn con la proteina SUMO
puede incrementar la expresién de la proteina recombinante formada, fue el sistema utilizado

para la expresion de MntH.

La secuencia del gen mntH, amplificada por PCR de principio a fin (apartado 111.4.4.2),
se clond en el vector pET SUMO. La clonacién en este vector es de tipo TA (timina-adenina),
por lo que fue necesario afiadir una adenina en el extremo 3’ del producto de PCR. A
continuacidon se transformé en las células E. coli One Shot® Mach1™-T1% y, de entre las
colonias seleccionadas en las placas de LB con kanamicina 100 pg/ml, se aisl6 el plasmido de

12 de ellas y se comprobd que 2 eran transformantes positivos. La correcta construccion de
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estos transformantes se confirmdé mediante restriccion y por secuenciacién con los
oligonucledtidos especificos de pET SUMO. El gen estaba en la correcta orientacién y en fase
con el extremo N-terminal.

El pladsmido de uno de los transformantes positivos se introdujo en las células
competentes E. coli BL21(DE3) que facilitan la expresidon de proteinas recombinantes. También
se transformo el plasmido pET SUMO/CAT como control positivo, el cual permite la expresion
de la proteina de fusién SUMO-CAT. Una vez crecidos los transformantes en medio liquido, se
indujo la expresidon de ambos cultivos con 1 mM de IPTG y se continué con la incubacién. Se
tomaron muestras a tiempos 0, 1, 2, 3, 4 y 6 horas, tras la induccién. A modo de referencia,
también se tomaron muestras de los mismos cultivos pero sin afiadirles IPTG.

Al finalizar la expresién se analizaron las muestras en un gel SDS-PAGE. El peso
molecular de la proteina de fusion SUMO-CAT (control positivo) es de 39 kDa y el de la
proteina SUMO-MntH de 58 kDa (al formar la proteina recombinante, la proteina SUMO

incrementa en unos 13 kDa el tamafio de la proteina a la que se fusiona).

66 kDa

45 kDa

31 kDa

66 kDa

45 kDa

31 kDa

Figura 111.38. Gel SDS-PAGE (12,5% acrilamida) mostrando el resultado del estudio de expresion de MntH en pET
SUMO. Se indican los tiempos tras la induccidén a los que corresponden las muestras. C ni: control no inducido. C i:
control inducido. M ni: MntH no inducida. M i: MntH inducida. M: marcador SDS-Page molecular weigth standars,
broad range (Bio-Rad).

En la imagen del gel (Figura 111.38) se visualiza la induccién de SUMO-CAT, aumentando

la expresion con el tiempo. Sin embargo no se aprecian variaciones en el caso de la proteina
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recombinante SUMO-MntH, lo que indica que no hubo sobre-expresion. Se repitio la
transformacion utilizando la cepa E. coli BL-21(DE3)pLysS, util en los casos en que se trata de
expresar un gen toxico para la célula puesto que reduce los niveles de expresion basal. El
resultado fue el mismo, sin poder visualizarse un aumento de la expresién. Se realizaron una
serie de cambios en la metodologia para tratar de que se produjese la induccién, como
disminuir la cantidad de IPTG utilizada a 0,1 mM o realizar la expresidon a 30 °C en lugar de a
37 °C como se estaba haciendo, en todos los casos sin éxito. Este resultado parece sugerir que
la expresion de la proteina MntH es tdxica para E. coli.

La posible inestabilidad generada al tratar de expresar una proteina integral de

membrana como MntH podria justificar la ineficiencia en la expresién de la misma.

111.4.4.7. Analisis de la funcién biolégica de MntH y su papel en patogenicidad

Continuando con el andlisis de MntH se realizaron una serie de ensayos para
profundizar en el estudio de su funcidn bioldgica. En estos andlisis se utilizaron 4 tipos de
cepas de X. ampelinus: cepa silvestre (WT), cepa silvestre conteniendo el plasmido pHMI (WT-
pHMI), mutante avirulento Av23 (Av23) y mutante avirulento Av23 conteniendo el gen mntH
integrado en el plasmido pHMI (Av23/pHMI-mntH). Se eligié el plasmido pHMI como vector de
clonacién de mntH por sus peculiares caracteristicas, ya que se trata de un vector de amplio
rango de huéspedes y presenta resistencia a espectinomicina y estreptomicina. Este vector y

los pldsmidos recombinantes generados se introdujeron en X. ampelinus por electroporacion.

111.4.4.7.1. Introduccion del gen mntH en el mutante avirulento Av23.

Para la construccion del plasmido recombinante pHMI-mntH se disefaron unos
cebadores (Tabla I1l.14) que permitieron amplificar un fragmento de ADN de 1,6 kb, que
incluye el gen mntH y la regidon promotora corriente arriba hasta el inicio del gen mntR con
secuencias diana en sus extremos para BamHI. El producto de PCR y el plasmido pHMI fueron
digeridos con BamHI para poder realizar, de forma efectiva, la ligacion entre ambos. Una vez
transformada la construccion en E. coli, se seleccionaron y se analizaron las colonias mediante
restriccion de su plasmido con diferentes enzimas. Se consiguié obtener un transformante

positivo, confirmdndose también por PCR que era portador de mntH.

Tabla I11.14. Oligonucleétidos disefiados para la amplificacién del fragmento de ADN que contiene la secuencia del
gen mntH con extremos de corte para BamHI. En negrita se indica la secuencia diana para BamHlI.

bmntH1 | 5- CTTAGGATCCGTGTGGCGTGGCGCGCAAGCGGT -3’

bmntH2 | 5- CTGTGGATCCGGAAACGGTCATCGCTACTTTCT -3’
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La construccién pHMI-mntH se introdujo en células electrocompetentes del mutante
Av23 mediante electroporacion, siguiendo el procedimiento descrito para X. ampelinus. Se
seleccionaron los transformantes en placas de LPGA con 25 pg/ml de kanamicina y 25 pg/ml

de espectinomicina. Se eligieron 3 de los transformantes para los ensayos posteriores.

111.4.4.7.2. Andlisis por PCR de las diferentes cepas obtenidas de X. ampelinus

El ADN de las cepas a analizar (WT, WT-pHMI, Av23 y 3 clones de la cepa Av23
conteniendo el plasmido pHMI-mntH) se empleé como molde para su amplificacién por PCR,
utilizando la pareja de cebadores bmntH1/bmntH2. La finalidad es verificar las diferencias
entre las cepas que portan el gen mntH original y/o el interrumpido por el transposén. Se

realizé una electroforesis en gel de agarosa para la visualizacién del resultado (Figura 111.39).
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Figura 111.39. Gel de agarosa en el que se muestra el resultado de la amplificaciéon por PCR de la regiéon de ADN que
contiene el gen mntH en distintas cepas de X. ampelinus: WT (1), WT-pHMI (2), Av23 (3) y 3 clones diferentes de la
cepa Av23/pHMI-mntH (4, 5y 6). M: marcador de 1kb DNA Ladder Plus.

La cepa silvestre genera amplificacion de una banda de 1,6 kb (tamafio
correspondiente a la zona amplificada por la pareja de cebadores empleada), al igual que la
cepa silvestre con el plasmido pHMI. Este es el tamafo esperado si en el genoma se encuentra
el gen original, tal y como se vio en el apartado anterior. Sin embargo, a partir del mutante
Av23 se amplificd un fragmento mayor (3,6 kb) que corresponderia a la suma del fragmento de
1,6 kb conteniendo el transposén (2 kb). Los 3 clones de la cepa Av23/pHMI-mntH contienen
una copia del gen original y la interrumpida, por lo que deberian dar 2 bandas, de 1,6 y 3,6 kb.
En el gel se distingue Unicamente la mas pequefia, correspondiente al gen original, pero no la
grande. Esto no es extrafio considerando la débil amplificacidon obtenida de la banda de 3,6 kb
del mutante Av23. En el caso de los clones de la cepa Av23/pHMI-mntH parece que los oligos
amplifican eficazmente el fragmento de 1,6 kb, pero son incapaces de amplificar el fragmento
de 3,6 kb en la misma reaccién. Para comprobar que estos clones de la cepa Av23/pHMI-mntH
realmente contenian en su genoma una copia del transposén en medio de la secuencia de

mntH, se amplificaron las regiones anterior y posterior al transposon, evitando asi las posibles
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interferencias que éste pudiese generar. Se hicieron dos reacciones, una para cada region
(Figura 111.40). La amplificacion de la region anterior se realizd con los oligonucledtidos bmntH1
y R6KAN-2 RP-1 (especifico del transposdn), y la de la regidn posterior con los oligonucleédtidos
KAN-2 FP-1 (especifico del transposén) y bmntH2. El tamafio del producto de amplificacion
correspondiente seria 1100 y 550 pb, respectivamente.

bmntH1 KAN-2 FP-1

— —_—
mntH Ez-Tn5 mntH

P

bmntH2

R6KAN-2 RP-1

Figura 111.40. Esquema de la localizacion de los oligonucleétidos empleados para la amplificacidn de las regiones de
ADN externas al transposon Ez-Tn5, localizadas corriente arriba y corriente abajo del mismo.

El resultado de estas amplificaciones se muestra en la Figura 111.41. El ADN del mutante
Av23 y de los clones de la cepa Av23/pHMI-mntH produjo amplificacion de los tamafios
esperados, lo que confirma la interrupcidon del gen en estas cepas. No se observan estas
bandas en los carriles correspondientes a la cepa silvestre y a la portadora del plasmido pHMI,

puesto que contienen el gen intacto.

bmntH1 / REKAN-2 RP-1 KAN-2 FP-1 / bmntH2
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Figura 111.41. Amplificaciéon por PCR de las regiones de ADN externas al transposdn, en las que se localiza el gen
mntH en distintas cepas de X. ampelinus: WT (1), WT-pHMI (2), Av23 (3) y Av23/pHMI-mntH (4, 5 y 6). bmntH1 /
R6KAN-2 RP-1: amplificacion del fragmento anterior al transposon. KAN-2 FP-1 / bmntH2: amplificacién del
fragmento posterior al transposén. M: marcador de 1kb DNA Ladder Plus.

111.4.4.7.3. Ensayo de inoculacion sobre hojas de vid. Determinacion del nivel de
virulencia en funcién del grado de necrosis foliar

Se realizaron infecciones sobre hojas de vid desarrolladas in vitro con las cepas de
X. ampelinus que son objeto de analisis (WT, WT-pHMI, Av23 y 3 clones de Av23/pHMI-mntH)
para determinar las diferencias en la virulencia de cada una de ellas. Se inocularon 10 hojas
con cada cepa, ademas de un control negativo con glicerol 20%. Los dafios fueron visibles

transcurridos 7 dias desde la infeccidn. Los efectos patogénicos son mas evidentes en la cepa
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silvestre y en la portadora del plasmido pHMI. EIl mutante Av23 no manifestaba signos de
virulencia, mientras que si se le introduce el gen mntH si producia dafios en la hoja, aunque en

menor grado que la cepa silvestre (Figura 111.42).

LR K

Control negativo Cepa silvestre Mutante Av23 Cepa silvestre + pHMI
(Av23) (WT-pHMI)

2 4

Av23/pHMI-mntH 1 Av231pHill-mnn»l 2 Av23/pHMI-mntH 3

Figura 111.42. Dafios producidos en las hojas de vid inoculadas con las cepas indicadas. Se muestra una de las diez
hojas infectadas con cada tipo de X. ampelinus.

A fin de cuantificar de manera mas exacta el nivel de virulencia, se determiné el nivel
de necrosis de las hojas infectadas a través de la medida de la conductividad de una solucién
acuosa resultante de la incubacion de fragmentos de hojas (electrolyte leakage assay). Ambas
variables estan relacionadas, ya que se supone que la liberacién de electrolitos de las células

vegetales es proporcional al grado de lisis celular producido por el patégeno.
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mntH 1 mntH 2 mntH 3
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Figura 111.43. Representacidn grafica de la conductividad medida en hojas de vid inoculadas con la cepa silvestre
(WT), cepa silvestre conteniendo el plasmido pHMI (WT-pHMI), mutante avirulento Av23 (Av23) y mutante
avirulento Av23 conteniendo el gen mntH integrado en el plasmido pHMI (Av23/pHMI-mntH). Los resultados
mostrados corresponden a la media de 3 experimentos independientes. Las barras indican la desviacion estandar.
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Los datos obtenidos tras la medida de la conductividad se muestran en la Figura I11.43.
En ella se puede comprobar como la conductividad es mayor en aquellas hojas inoculadas con
cepas que contienen el gen mntH intacto (cepa silvestre y cepa WT-pHMI). Por el contrario, el
nivel mds bajo de conductividad corresponde al mutante Av23. Sin embargo, el valor de
conductividad aumenta claramente cuando el mutante Av23 es complementado con una copia
del gen mntH. Estos datos confirman lo observado anteriormente en el ensayo visual en hojas,
que la virulencia es mayor en cepas que presentan una copia intacta del gen mntH, mientas
que su interrupcién da origen a un mutante avirulento. Se corrobora asi la importancia del gen

mntH de X. ampelinus en patogénesis y virulencia.

111.4.4.7.4. Ensayo de sensibilidad a cationes

El estudio de la sensibilidad a cationes de las cepas de X. ampelinus tiene como
objetivo conocer el posible papel de MntH en el transporte de diferentes cationes divalentes.
Se llevé a cabo inoculando placas de medio LPGA suplementado de forma individual con 0,1y
1 mM de cloruro de calcio, cloruro de cobalto, cloruro de magnesio, cloruro de manganeso,
cloruro de hierro, sulfato de niquel, cloruro de zinc, sulfato de cobre y sulfato de cadmio.
Sobre estas placas se hicieron inoculaciones con los cultivos de cada cepa y también con

diluciones seriadas (10™ a 10°).

- T

WT

WT pHMI

Av23
Av23/pHMI-
mntH1

Av23/pHMI-
mntH2

Av23/pHMI-
mntH3

FeCl, MnCl,

Figura 111.44. Ensayo de sensibilidad a cationes. Se muestran las imagenes de las placas con medio LPGA
suplementado con FeCl, y con MnCl,. En cada fila se inoculé con una cepa diferente, en concentraciones
decrecientes de izquierda a derecha, desde el cultivo sin diluir hasta la dilucion 10°®,

. . . . .7 -1 s
En muchas de las placas no hubo crecimiento y, a partir de la dilucion 107, sélo se
observé en las placas suplementadas con Fe y con Mn a una concentracion 1 mM (Figura

111.44). Al afiadir FeCl, aparecen colonias hasta en la dilucion mayor de cualquiera de los
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cultivos. En cambio, en la placa con MnCl,, sélo crecen hasta la dilucidn 10°® los clones de la
cepa Av23/pHMI-mntH. El mutante Av23 deja de crecer en la dilucién 107 y la cepa silvestre

sélo crece en el cultivo sin diluir.

Estos resultados sugieren una especificidad de MntH por Mn, ya que no se ve afectado
el crecimiento en presencia de Fe ni se observan diferencias entre cepas. Algo mas paraddjicas
resultan las diferencias entre cepas al suplementar con Mn, esperdandose un mayor
crecimiento de la cepa silvestre frente a las demas que tienen afectado el gen mntH, o incluso
similar, segun se ha visto en otras bacterias (Runyen-Janecky y col., 2006; Anderson y col.,
2009; Hohle y O’Brian, 2009). Las cepas que peor crecen son la cepa silvestre (WT) y la cepa
silvestre transformada con el pldsmido pHMI. Estos datos sugieren que la concentracion
empleada de Mn es tdxica cuando la proteina MntH funciona correctamente. Por el contrario,
la sensibilidad del clon Av23 es menor, como era de suponer por su deficiencia en el transporte
de Mn. Sin embargo, resulta llamativo el crecimiento de los clones Av23/pHMI-mntH1, 2 y 3,
incluso a las mas bajas diluciones, ya que cabria esperar que el comportamiento de estas cepas

fuese similar a la cepa silvestre.

111.4.4.7.5. Determinacidn de los niveles intracelulares de Mn, Fe y Cu

Seguidamente se realizd la medida de los niveles intracelulares de los cationes Mn*?,
Fe*> y Cu™. Se pusieron cultivos por duplicado de cada cepa, suplementando una de las
réplicas con 0,15 mM del catién correspondiente. Siguiendo el procedimiento descrito, se
determind la concentracidn ién metdlico en el espectrémetro de absorcidon atémica (Figura

111.45).

Los resultados muestran que, una vez suplementado el medio de cultivo con el catién
correspondiente, el que se acumula en mayor cantidad es el Fe*?, de entre los 3 analizados en
el ensayo. Sin embargo, comparando las distintas cepas, es la acumulacion de Mn*? intracelular
la que se ve mas afectada por la interrupcién del gen mntH, puesto que el incremento de
concentracion en el mutante Av23 (0,15 ug/ml) supone tan sélo un 7,2% del aumento en la
cepa silvestre (2,10 pug/ml). El comportamiento de los clones del mutante complementado con
este gen es variable, oscilando el incremento entre un 8,8 y un 26%, respecto a la WT. En
cualquier caso, se puede ver como en los clones Av23/pHMI-mntH 1, 2 y 3, los niveles
intracelulares de Mn*? son considerablemente mayores cuando la cepa se crece en presencia
de Mn* (0,71, 0,30 y 0,57 pg/ml, respectivamente) que en ausencia del mismo (0,15, 0,11 y
0,13 pg/ml, respectivamente). En el caso del mutante Av23, los datos de concentracion
intracelular de este catién en ausencia (0,26 pg/ml) y en presencia de Mn** (0,41 pg/ml)

muestran que hay una cierta acumulacién de Mn*?, pero lejos del incremento experimentado
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por las otras cepas ensayadas. Estos resultados indican que existe una cierta complementacion
del gen mntH, aunque en ningun caso se recupera el nivel normal de actividad del gen en Ia

cepa silvestre.
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Figura 111.45. Concentracién intracelular (ug/ml) de Mn*? (A), Fe™ (B) y cu™? (C) en cepas de X. ampelinus. Se
representa la concentracién en los cultivos sin suplementar (s/), en los suplementados (c/) y la diferencia entre
ambas concentraciones (A). Las barras indican la desviacion estandar.

En cuanto a la acumulacion de los otros cationes, las diferencias entre WT y el mutante
Av23 no son tan acusadas. En el caso de Fe™ el mutante acumula un 84,3% en comparacion a
la WT, y un 71,7% cuando se suplementa el medio con Cu*’. Los clones portadores de mntH en

el plasmido pHMI presentan concentraciones de estos metales con valores que oscilan entre

los del mutante y el silvestre.

Por tanto, se puede afirmar que el contenido intracelular de Fe** y Cu* no se ve
afectado por la mutacion de mntH, mientras que los niveles intracelulares de Mn si que se ven
notablemente reducidos en las cepas mutantes. El andlisis de los datos revela el importante
papel de mntH en el transporte de Mn*?, elemento por el que parece tener mas especificidad

2 2
frentea Fe'“ o Cu®

111.4.4.7.6. Ensayo de sensibilidad a peréxido de hidrégeno
Segun diversas publicaciones, la expresion de mntH es inducida por exposicion al

perdxido de hidrogeno (Kehres y col., 2002; Runyen-Janecky y col., 2006; Perry y col., 2012),
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mientras que la mutacion de este gen implica un aumento en la sensibilidad a este compuesto
(Kehres y col., 2000; Anjem y col., 2009; Champion y col., 2011). Para determinar el efecto de

la interrupcién del gen mntH en X. ampelinus se desarrollé un ensayo de sensibilidad a H,0,.

Suspensiones celulares de cada una de las cepas fueron tratadas con 10mM de H,0,
durante 15 minutos. Diluciones de estas suspensiones, ademads de otras sin tratar que sirvieron
como control, se sembraron en placas de medio LPGA para hacer el recuento del nimero de
bacterias viables (Figura 111.46). Una vez contabilizadas se calculé el porcentaje de mortalidad

en funcién de las células crecidas a partir del cultivo control y del expuesto a H,0,.
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Figura 111.46. Representacion grafica del resultado del ensayo de sensibilidad a H,0, con las distintas cepas de

X. ampelinus. Los valores se refieren a n2 de células contabilizadas por ml de suspensién. Las barras indican la
desviacién estandar.

La cepa mas sensible a la exposicién al H,0, es el mutante Av23, que presenta una muy
baja tasa de supervivencia (16,8%), seguida de los clones Av23/pHMI-mntH 1y 2 (29,1% vy
42,9%). En cambio, las cepas WT, WT-pHMI y el clon Av23/pHMI-mntH 3 son mas resistentes al
efecto oxidativo del H,0,, con tasas de viabilidad celular de 88,4%, 99% y 92,1%,
respectivamente. La carencia funcional de mntH en estas cepas guarda relacién con la
sensibilidad al estrés oxidativo provocado por el H,0,, tal y como se ha observado en otras
especies. Esta menor resistencia al estrés podria estd relacionada con la funcién del Mn*? como
cofactor de enzimas detoxificantes, como la catalasa y la superéxido dismutasa. En ausencia de
MntH, los niveles intracelulares de Mn*? serdn menores, afectando a este tipo de enzimas
protectoras contra el estrés oxidativo, y aumentando la sensibilidad de la célula a las especies

reactivas del oxigeno.
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111.4.4.7.7. Ensayo de medida de actividad catalasa y superdéxido dismutasa

Las enzimas catalasa y superodxido dismutasa (SOD) forman parte de la defensa de las
bacterias frente al estrés oxidativo. Estas enzimas eliminan perdxido de hidrégeno y aniones
supéroxido, respectivamente, ademds de impedir la formacién de radicales hidroxilo de
elevado poder oxidante. El papel de dichas enzimas es importante a la hora de proteger a
bacterias patdgenas de las especies reactivas del oxigeno, producidas por el hospedador
durante la infeccién, y por ello se asocian a mecanismos de virulencia. Sus actividades pueden
verse afectadas si no hay transporte de Mn*? hacia el interior celular, ya que es un importante
cofactor en las reacciones catalizadas por estas enzimas (Makui y col., 2000; Runyen-Janecky y
col., 2006). Teniendo en cuenta la funcién transportadora de MntH, se determind la actividad

de cada una de estas enzimas en las cepas de X. ampelinus analizadas.

Siguiendo el procedimiento descrito en Materiales y Métodos, se obtuvieron los
extractos celulares y se cuantificé la concentracién de proteinas. La actividad catalasa se midio
en un espectrofotdmetro a 240 nm inmediatamente después de afiadir 20 ul de sobrenadante
del extracto a 500 ul de H,0, 10,6 mM en tampdn fosfato. A partir de los datos obtenidos en el
espectrofotometro se calculd la actividad enzimatica especifica (AEE). La determinacion de la
actividad SOD se realizé empleando el kit comercial SOD determination kit (Sigma), basado en
un método colorimétrico. Se prepararon reacciones por triplicado, tanto para blancos como
para muestras, y se midid su absorbancia en un lector de microplacas a 450 nm. Con estos
valores se calculd la actividad enzimatica de la SOD. Los datos de actividad de ambas enzimas

se muestran en la Tabla I11.15.

Tabla I11.15. Actividades catalasa y superdxido dismutasa de las distintas cepas analizadas de X. ampelinus.

Av23/pHMI-  Av23/pHMI-  Av23/pHMI-

wr WT-pHMI Av23 mntH 1 mntH 2 mntH 3

AEE catalasa
(U/mg proteina)
Actividad SOD
(U/mg proteina)
Concentracion proteina
(mg/ml)

46990,55 84998,01 65415,36 148616,37 265602,58 174802,02

33,73 37,36 31,38 28,15 53,25 40,98

3,14 2,80 3,38 3,42 1,78 2,50

El ensayo realizado con las cepas de estudio de X. ampelinus muestra una elevada
actividad catalasa en los clones de la cepa Av23/pHMI-mntH respecto a las demdas cepas. La
menor actividad de esta enzima corresponde a la cepa silvestre, siendo incluso mas baja que
en el mutante Av23. Considerando que este mutante resulté ser el mas sensible al perdxido de
hidrégeno en el ensayo anterior, cabria esperar que la actividad catalasa fuese menor que la
cepa WT. Este resultado podria indicar un posible efecto protector del Mn*? frente al perdxido

de hidrégeno independiente de la actividad catalasa (Kehres y col., 2000).
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La actividad SOD medida en la cepa mutante es algo menor que en la cepa silvestre y
gue en esta misma cepa conteniendo el vector pHMI. Esta actividad en los clones del mutante
complementado con pHMI-mntH es variable, siendo en algunos clones mayor y en otros
menor que el dato obtenido para la cepa parental. Segun lo observado en otras bacterias
(Anderson y col., 2009), deberia producirse una disminucién mas acusada en la actividad SOD
del mutante avirulento Av23, ya que tiene afectado el gen del transportador MntH, que aporta
el cofactor necesario para enzimas de este tipo, como SodA. Se desconoce si las SOD presentes
en X. ampelinus requieren de Mn** para su actividad, al igual que SodA, o si es otro catién el
que actla como cofactor. En este caso, la mutacion de mntH y la actividad SOD podrian no

tener relacién alguna.
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Xylophilus ampelinus es una bacteria fitopatégena que produce la enfermedad
conocida como necrosis bacteriana de vid y estad considerada como organismo de cuarentena
(lista EPPO A2). Esta condicién de microorganismo de cuarentena hace que su control sea un

objetivo prioritario, existiendo obligatoriedad de declaracién de cualquier foco.

El aislamiento de esta bacteria es dificultoso y los estudios existentes son escasos, lo
cual ha provocado que en muchos viiledos no se haya podido confirmar su presencia, llegando
a confundirse los sintomas con los de otras enfermedades como la excoriosis o siendo
atribuidos a otros patégenos como Erwinia vitivora. Por ello hay que considerar con cautela los

datos de distribucion de la enfermedad asi como los de su posible erradicacion.

La necrosis bacteriana ha causado cuantiosas pérdidas econdmicas en distintas
regiones, tanto a nivel europeo como mundial. La comunidad mas afectada por esta
enfermedad en Espafia ha sido Aragén, aunque también se ha detectado en otros puntos de la
Peninsula. Ante la inexistencia de métodos eficaces para combatir la necrosis bacteriana, los

pasos deben dirigirse a profundizar en el conocimiento de su agente causal.

Los escasos estudios sobre X. ampelinus a lo largo de todos estos afios han estado
encaminados principalmente a conseguir el desarrollo de un método rapido y eficaz para la
identificacion de esta bacteria (Erasmus y col, 1974; Botha y col., 2001; Dreo y col., 2007). Sin
embargo, se desconocen los mecanismos por los cuales este microorganismo lleva a cabo su

accion patogena.

Este escenario previo propicié que los objetivos de este trabajo se centrasen en
detectar e identificar posibles factores de patogenicidad asociados a Xylophilus ampelinus y su
grado de virulencia, aunque sin olvidar la necesaria caracterizacién a diferentes niveles de esta

bacteria.

Los primeros trabajos realizados pretendieron establecer las condiciones de cultivo
mas adecuadas, asi como definir su cinética de crecimiento, constituyendo el punto de partida
de los experimentos que se realizaron con posterioridad. Coincidiendo con la informacion
aportada por publicaciones anteriores (Willems y Gillis, 2006), se pudo confirmar que
X. ampelinus es una bacteria de crecimiento lento, cuya temperatura éptima de cultivo es
24 °Cy que forma colonias pigmentadas de color amarillo en medio NA, medio GYCA y medio

LPGA.

Uno de los aspectos que mas informacidn aporté al estudio de este patégeno fue la

caracterizacidon protedmica, a pesar de que varias de las proteinas analizadas (14 proteinas
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intracelulares y 14 proteinas extracelulares) no pudieron ser detectadas. La ausencia de datos
de secuencia del genoma de esta bacteria dificulté dicha identificacién. El andlisis del
proteoma intracelular mostré una elevada proporcién de proteinas implicadas en metabolismo
y en transporte celular, constituyendo un tercio del total identificado. De acuerdo con las
metas de este trabajo, se puso especial atenciéon en la deteccién de proteinas posiblemente
relacionadas con funciones en defensa celular y virulencia (10% del total), como por ejemplo
proteinas encargadas de proteger a las células frente al estrés oxidativo o el estrés térmico, asi
como proteinas de membrana afectadas en la interaccién con la planta. Ademas, se
identificaron otras proteinas, no incluidas en este grupo funcional, cuya actividad estd
relacionada con factores de virulencia, como el caso del regulador transcripcional PecS, que se

encarga de la coordinacidn de genes implicados en patogénesis (Hommais y col., 2008).

Por otro lado, la mitad de las proteinas extracelulares identificadas tienen funciones
regulatorias, de tratamiento del ADN o de interacciéon con el medio. Sin embargo, no se
hallaron proteinas cuyas funciones estén de alguna manera relacionadas con factores de
virulencia, a excepcion de dos peptidil-prolil isomerasas (Reffuveille y col.,, 2012). La
explicacion puede estar en el elevado numero de proteinas cuya funcién bioldgica es

desconocida (21%).

Este estudio protedmico permitid identificar una posible proteina implicada en
virulencia hasta el momento no descrita en X. ampelinus: |la proteina TolB. Para el aislamiento
del gen tolB, codificante de esta proteina, fue fundamental contar con una libreria gendmica
de X. ampelinus. Por un lado, posibilitd la caracterizacion de tolB, gen muy conservado en
X. ampelinus y en especies préximas filogenéticamente. A partir de la secuencia de nucledtidos
de tolB se pudo saber que, en X. ampelinus, TolB estd formada por 439 aminoacidos con una
masa molecular tedrica de 46,8 kDa, y una estructura tridimensional de aspecto globoso.
Ademas, por otro lado, se localizaron y caracterizaron otros genes adyacentes que podrian
estar relacionados de alguna manera con to/B. Este es el caso del gen codificante de la proteina

Pal, que esta ligada fisica y funcionalmente con TolB (Bouveret y col., 1995).

Sabemos que TolB es una proteina peripldsmica que forma parte de un complejo
proteico denominado Tol-Pal, fundamental en el mantenimiento de la integridad de la
envuelta celular (Cascales y col., 2002). Sin embargo, se desconoce la funcién especifica del
complejo Tol-Pal, y de TolB en particular, aunque son varios los autores que relacionan esta
proteina con la virulencia de microorganismos patégenos (Bowe y col., 1998; Dubuisson y col.,

2005).
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Un método muy utilizado en el estudio de las funciones de los genes es la mutagénesis.
Concretamente, la técnica de interrupcién génica por doble recombinacidn fue la elegida para
tratar de obtener mds informacién acerca del papel de TolB en X. ampelinus. Esta técnica
permite generar mutaciones dirigidas en pauta de lectura, minimizando los posibles efectos
polares que la mutacion puede causar en los genes adyacentes. A través de este método se
intentd conseguir mutantes del gen tolB, los cuales presentarian una copia delecionada del gen
en lugar de la original, y que fueron seleccionados en presencia de sacarosa y en ausencia de
kanamicina gracias al sistema de seleccidn proporcionado por el plasmido pk18mobsacB,

utilizado para generar la delecidn de tolB en el genoma de X. ampelinus.

Los supuestos mutantes obtenidos, una vez analizados por diferentes técnicas,
resultaron ser portadores de la copia original del gen tolB. Por lo tanto, no se obtuvieron
mutantes por doble recombinacidn o éstos no eran viables. Este resultado no resulta extrafio
considerando que, segln algunos trabajos llevados a cabo en otras especies bacterianas
(Dubuisson y col., 2005; Yeh y col., 2010), el complejo Tol-Pal es esencial para la viabilidad de
la célula, de tal forma que los efectos de las mutaciones en alguno de sus componentes
resultan letales para el microorganismo. No obstante, en un trabajo de Bowe y col. (1998), a
través de la técnica de mutacidn al azar mediante inserciéon de transposén, consiguieron un
mutante de Salmonella typhimurium con el gen tolB afectado, que presentaba atenuacién de
su virulencia. Este resultado mostraria una posible via hacia la obtencion de mutantes de to/B
mediante técnicas que requieren menos manipulacién del microorganismo, aunque presenta

el inconveniente de no poder dirigir la mutacion hacia el gen de interés.

Existe una gran limitacion en cuanto al desarrollo de técnicas eficaces para la
modificacién genética de X. ampelinus, no sélo por la escasez de estudios previos al respecto,
sino también porque este tipo de manipulaciones suelen afectar a la viabilidad de este

microorganismo.

La puesta a punto de la técnica de mutagénesis mediante la introduccidon en la célula
de un transposoma comercial (Goryshin y col., 2000) ha permitido obtener un sistema util para
el aislamiento de cepas mutantes estables de X. ampelinus con una eficiencia de

transformacién elevada.

Asimismo, se ha desarrollado un método sencillo, rdpido y fiable para la evaluacion de
la virulencia, basado en la inoculacién de hojas de vid de plantas desarrolladas in vitro. Los
dafios producidos por las cepas virulentas son visibles después de 10 dias desde la infeccion, y

se caracterizan normalmente por necrosis y decoloracion en las zonas marginales de la hoja. La
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cuantificacion de la necrosis foliar provocada por el patdgeno se pudo realizar con éxito a
través del ensayo electrolyte leakage assay, consistente en la medida de la conductividad de

una solucién acuosa resultante de la incubacion de fragmentos de hojas (Ottman y col. 2009).

El analisis de los mutantes hipervirulentos y avirulentos, obtenidos mediante insercion
del transposdn, permitié identificar los genes afectados y establecer su posible relacién con la
virulencia de X. ampelinus. Por un lado, la insercién del transposén en la posible regién
promotora de un gen que codifica un regulador transcripcional de la familia LysR dio lugar a un
mutante hipervirulento (Hv3). Esta familia de proteinas controlan diversos genes, entre ellos
los que regulan la virulencia en bacterias patdgenas (Maddocks y Oyston, 2008). El hecho de
que la interrupcion de este gen origine un aumento de la virulencia hace pensar en el posible
papel de este regulador como represor de alguna ruta relacionada con el proceso de
patogénesis. Otro mutante hipervirulento (Hv32) presentaba interrumpido un gen codificante
de la proteina de repeticiéon YD, un dipéptido muy conservado formado por repeticiones en
tandem de tirosina-aspartico y que forma parte de las proteinas de la familia Rhs (Kung y col.,
2012). Las proteinas de repeticién YD tienen un importante papel en las interacciones de la
bacteria con las células eucariotas del hospedador, ademds de funciones de inhibicidon del
crecimiento en el contacto célula-célula, caracteristica comin en esta familia de proteinas
(Koskiniemi y col., 2013). La insercidn del transposon en el gen codificante de esta proteina
podria, por tanto, traducirse en una pérdida de su funcién inhibidora del crecimiento,
aumentando su capacidad de invasién del hospedador. Sin embargo, la inactivacién de la
tirosina fosfatasa produce un fenotipo avirulento (mutante Avl6). Se sabe que esta enzima

estd implicada en virulencia (Alfano y Collmer, 2004), aunque se desconoce su funcion exacta.

El mutante que mostré menor virulencia, de entre los ensayados en hojas de vid de
plantas desarrolladas in vitro, fue el mutante avirulento Av23, el cual presentaba interrumpido
el gen mntH, codificante de la proteina transportadora de Mn** MntH. Esta proteina se localiza
en la membrana citoplasmatica de diversas bacterias y es homédloga de la familia de proteinas
de eucariotas NRAMP, que transportan Fe? y Mn*? principalmente (Kehres y col., 2000). La
adquisicion de Mn*? resulta necesaria para el crecimiento bacteriano y el mantenimiento de la
homeostasis celular de este cation, ademds de tener un papel fundamental en virulencia y ser
un importante cofactor en una gran variedad de enzimas, algunas de ellas protectoras contra

el estrés oxidativo como la catalasa y la superdxido dismutasa.

Los resultados de este trabajo han confirmado que el gen mntH de X. ampelinus

codifica la proteina MntH. Segun los estudios de homologia realizados, es una proteina muy
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conservada, caracteristica comun en las proteinas de la familia NRAMP. Ademas, se ha
comprobado que la interrupcion del gen mntH produce una disminucion en la capacidad de
acumulacién de Mn*? intracelular frente a otros cationes divalentes, lo que demuestra que

MntH es un transportador de Mn*? en X. ampelinus.

Diversas publicaciones han puesto de manifiesto la importancia del gen mntH y del
Mn*? en la virulencia de patégenos de células animales (Zaharik y col., 2004; Papp-Wallace y
Maguire, 2006; Anderson y col., 2009; Champion y col., 2011; Perry y col., 2012), pero también
de fitopatégenos (Li y col., 2011). En X. ampelinus se ha podido demostrar que la interrupcion
del gen mntH produce una acusada disminucidn en su virulencia, la cual recupera niveles de la
cepa silvestre cuando se introduce una copia del gen mntH en la cepa mutante mediante el
vector plasmidico pHMI. Se confirma asi, por tanto, el relevante papel del Mn*? en la virulencia

de X. ampelinus.

El ensayo de sensibilidad a peréxido de hidrégeno permitié corroborar en X. ampelinus
lo que ya se habia observado en otras especies, que la mutacién del gen mntH implica una
disminucién en la tolerancia a las especies reactivas del oxigeno generadas por el hospedador
en respuesta a la infeccion (Kehres y col.,, 2000; Champion y col., 2011). El mutante Av23
mostré una acusada disminucién de su viabilidad frente a la cepa silvestre tras su exposicion al
H,0,, mientras que la introduccidn del gen mntH en el mutante aumentd su tolerancia a este
compuesto. Varios autores mantienen que el peréxido de hidrégeno induce la expresion del
gen mntH a través de la proteina reguladora OxyR (Runyen-Janecky y col., 2006; Anjem vy col.,
2009; Perry y col., 2012). Se ha sugerido desde hace tiempo (Kehres y col., 2000; Runyen-
Janecky y col., 2006) el papel protector del Mn** frente al peréxido de hidrégeno. En los
dltimos afios se ha puesto en duda esta capacidad detoxificadora del Mn** sobre las especies
que producen estrés oxidativo. Segun los estudios de Anjem y col. (2009), se necesitarian unos
elevados niveles intracelulares de Mn*? para llevar a cabo una detoxificacién biolégicamente
significativa de especies reactivas del oxigeno por parte de este metal. El Mn*? acttia como
cofactor de la catalasa y de la superdxido dismutasa (SodA), enzimas protectoras frente al
perdxido de hidrégeno y el anidn superdxido, respectivamente. Sin embargo, las actividades
de estas enzimas no se vieron afectadas en el mutante Av23, lo cual indica, por un lado, que no
dependen de la funcionalidad del gen mntH para su actividad en X. ampelinus y, por otro, que
no estan relacionadas con el aumento de la sensibilidad al H,0, que mostré el mutante. El
Mn*? parece tener, por tanto, una funcién protectora indirecta del peréxido de hidrégeno, no

dependiente de la actividad enzimatica de la catalasa y de la superdxido dismutasa.
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Ademas de la activacion transcripcional dependiente de perdxido de hidrégeno
mediada por la proteina OxyR, la expresion del gen mntH esta regulada en algunas especies
por la proteina MntR (Que y Helmann, 2000; Kehres y col., 2002). Esta proteina es un represor
transcripcional del gen mntH en presencia de Mn™. El analisis de la regién gendmica de
X. ampelinus en la que se localiza mntH permitié localizar el gen mntR, codificante de la
proteina MntR. La presencia de este gen y de una hipotética zona de unién de la proteina

MntR revela una probable regulacion de mntH a través de MntR en X. ampelinus.

e Perspectivas futuras

El estudio de los factores de patogenicidad de X. ampelinus y su influencia en las
variables celulares ofrece una amplia diversidad de aspectos sobre los que profundizar. Este
trabajo ha centrado su atencidn en algunos de ellos, contribuyendo a mejorar el conocimiento
general sobre esta bacteria, proponiendo herramientas y mostrando caminos sobre los que
seguir. Las particulares caracteristicas de X. ampelinus y sus componentes celulares han
limitado las aspiraciones de algunos de los estudios realizados. No obstante, esto plantea
nuevos retos a la hora de abordar futuras investigaciones sobre el complejo entramado de

mecanismos que se ponen en marcha cuando tiene lugar la interaccion patégeno-hospedador.

En este trabajo se ha localizado e identificado la proteina de membrana TolB. Sin
embargo, el papel que tiene en la célula y los mecanismos a través de los cudles afecta a la
virulencia siguen siendo desconocidos. Del complejo que forma TolB con otras proteinas de
membrana, sdélo se ha identificado la proteina Pal, aunque es probable que alguno de los otros
componentes proteicos también esté presente, asi como sus posibles reguladores. Es el caso
de las proteinas TolQ, TolR y TolA, necesarias para la infeccion por parte de diversos
patdgenos. Lograr técnicas que resulten efectivas para la delecién de los genes codificantes de
estas proteinas no soélo permitiria acercarse al conocimiento de sus funciones, sino también

conseguir posibles cepas mutantes no dafinas para la planta.

El papel de la proteina MntH en el transporte de Mn*? y su implicacién en la virulencia
de X. ampelinus ha quedado confirmado a la vista de los resultados obtenidos. Los
mecanismos a través de los cuales el Mn*? afecta a la intensidad de la virulencia constituyen un
desconocido aspecto a abordar, que podria dar a paso a interesantes averiguaciones sobre
posibles rutas e interacciones en las que podria tener un rol relevante. Las evidencias de una

altamente probable regulacion de MntH por parte de MntR llevan a plantearse si la proteina
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reguladora OxyR podria actuar como activador de la expresion de MntH en X. ampelinus, tal y

como sucede en otras especies bacterianas.

La finalidad del estudio de esta bacteria fitopatdogena ha sido profundizar en el
conocimiento de los factores de patogenicidad y los mecanismos de su virulencia, para en un
futuro poder desarrollar alguna estrategia de control a fin de minimizar los dafios que produce

en la vid, por lo que resultaria fundamental que se siguiese trabajando en esta direccion.
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Xylophilus ampelinus puede ser transformada eficazmente mediante electroporacion.

El andlisis del proteoma intracelular de X. ampelinus en las condiciones ensayadas se
ha revelado como una estrategia eficaz para la deteccién de proteinas implicadas en

defensa celular y virulencia.

La introduccidn por electroporacion en X. ampelinus de un transposoma es un método

eficiente para la obtencion de mutantes.

Se ha puesto a punto un método de inoculacion de hojas de vid de plantas
desarrolladas in vitro que permite evaluar la virulencia de distintos aislados de forma

sencilla, rapida y fiable.

La interrupcién del gen mntH en el mutante avirulento Av23 provoca una notable
reduccién de la capacidad para acumular Mn*? en el interior celular, por lo que dicha

proteina constituye el transportador mayoritario para la captacién de Mn*2.

La interrupcidon del gen mntH ocasiona una notable disminucién de la virulencia de

X. ampelinus, lo que implica que la proteina codificada es un factor de patogenicidad.

La interrupcidon del gen produce un aumento de la sensibilidad al peréxido de

hidrégeno en X. ampelinus.

Las actividades enzimdticas catalasa y superdxido dismutasa no se ven afectadas

cuando el gen mntH estd inactivado.
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