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Resumen

Rhizobium tropici CIAT 899 es una a-proteobacteria que habita en el suelo y en la
rizésfera. Es capaz de realizar simbiosis con algunas plantas leguminosas como por
ejemplo con frijol comun, durante la cual se induce la formacion de unas estructuras
peculiares llamadas nédulos en las raices. En estas estructuras se lleva a cabo la
fijacion biolégica del nitrégeno (FBN). R. tropici CIAT 899 es un buen modelo para
estudiar mecanismos de resistencia a estrés por acidez, ya que es resistente a este
y a otros tipos de estrés como lo son la resistencia a temperaturas elevadas, a los
metales pesados, a diversos antimicrobianos y algunos pesticidas. Hasta la fecha se
conoce relativamente poco sobre los determinantes genéticos/moleculares
responsables de a esta respuesta. El objetivo principal de esta investigacion es
identificar el conjunto de genes involucrados en la respuesta a condiciones de

acidez de esta cepa.

Con esta finalidad, se emplearon dos enfoques diferentes: una mutagénesis por
transposon y un analisis transcriptomico; 1. Con el propdsito de encontrar genes
esenciales para la respuesta al estrés por acidez, se hizo un escudrifio de un banco
de mutantes por transposon derivado de R. tropici CIAT 899, para identificar
aquellas mutantes que ademas crecen de manera similar a la cepa silvestre en
condiciones de pH neutro, pero que crecen en condiciones de pH acido. También se
analizaron los transcriptomas de bacterias crecidas a pH neutro con bacterias
adaptadas a condiciones acidas y bacterias expuestas a un choque por acidez
mediante RNA-Seq usando la tecnologia de Illumina HiSeq 2500. Los resultados
indican que R. tropici CIAT 899 muestra una respuesta multi-variada: en la
mutagénesis por transposén se encontraron genes de metabolismo, reguladores
transcripcionales, antiporters o reguladores de respuesta, asi como genes que
previamente se habian reportado como genes de respuesta a acidez. No obstante,
el andlisis de RNA-seq mostré6 que en este proceso participan un abanico mas
grande de genes, dado que ademas de los ya mencionados encontramos genes que
participan en mecanismos de defensa, de transporte, de transduccion de sefales,
gue participan en la biogénesis de la envoltura celular, chaperonas, entre otros.

Estos resultados contribuyen a la comprension de los mecanismos genéticos y
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moleculares acerca de la respuesta que presenta esta bacteria para hacer frente al
estrés por acidez.

ABSTRACT

Rhizobium tropici CIAT 899 is an alpha-proteobacterium that inhabits soil and
rhizosphere. It is able to perform a symbiosis with some legume plants such as
common bean, during which, peculiar structures called nodules are formed on the
roots; in later stages in these structures, biological nitrogen fixation (FBN) is carried

out.

This strain is resistant to several kinds of stress. We considered it a good model to
study acid stress resistance, but it is also resistant to high temperatures and heavy
metals, antimicrobials and some pesticides. To date, little is known about the genetic
and molecular determinants that contribute to this response. Therefore, the main
objective of this research was to identify the set of genes involved in the response of

this symbiont to acidic conditions.

Two different approaches were used, a transposon mutagenesis by Tn5 and
transcriptional analysis by RNA-seq: first of all, to find genes essential for the acid
stress response, a Tn5 mutant library derived from the wild strain R. tropici CIAT 899
was screened for mutants that grow as the wild strain under neutral pH conditions.
Second of all, the transcriptome of this strain grown at neutral pH was compared with
the transcriptomes of bacteria adapted to acidic conditions and exposed to acid
shock by RNA-Seq using lllumina HiSeq 2500 technology. The results indicate that
R. tropici CIAT 899 shows a complex response by the transposon mutagenesis
approach we identified metabolism genes, transcriptional regulators, antiporter or
response regulators, as well as genes that had previously been reported as acid-
responsive genes. However, by the RNA-seq analysis additionally genes for defense
mechanisms, transport, signal transduction, involved in the biogenesis of the cell
envelope, chaperones, among others, were identified. These results, contribute to
the understanding of genetic and molecular mechanisms about the response of this

bacterium to cope with acid stress.
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1. Introduccién

Los ambientes naturales albergan una coleccion sorprendente de
microorganismos. En estas comunidades las bacterias habitan ambientes que
pueden ir desde una simple gota de agua, hasta un ambiente mas complejo
como la rizosfera. Sin embargo, dado que cada ambiente tiene caracteristicas
muy particulares, las bacterias no solo necesitan adaptarse a estos ambientes
sino también enfrentar estos entornos desfavorables o estresantes (Browne &
Dowds, 2001). Se le llama estrés a aquellas condiciones que amenazan la
supervivencia de la célula, los cuales generan cambios adaptativos transitorios,
la respuesta especifca al estrés, que permiten a la célula sobrevivir. Por
ejemplo, podemos citar el estrés por limitacion de nutrientes, una variedad de
estreses abioticos como temperaturas no Optimas, pH, osmolaridad o estrés
oxidativo por especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en ingles),
metales ionicos toxicos, y radiacion; asi como predacion por bacteridfagos,
bacterias o protozoarios (Rouquette, 1998). Estos cambios ambientales
conllevan a la bacteria a desarrollar estrategias para contrarrestar o en su caso
adaptarse al ambiente. Una estrategia es inducir una respuesta estrés-especifica
(por ejemplo ROS) y reparar el dafio que ha ocasionado molecularmente (acidos
nucleicos, proteinas o membranas). Sin embargo, muchas condiciones
estresantes inducen una respuesta al estrés general compleja, la cual ocasiona
gue las bacterias resistan a diversos estreses, de tal manera que el dafio
ocasionado pueda prevenirse antes de ser reparado. Ademas, este tipo de
respuesta general también sirve para que la célula active mecanismos a diversos
estresés (Stortz & Hengge-Aronis, 2000). La respuesta a estrés general se ha
vastamente estudiado en organismos modelo como Escherichia coli y Bacillus
subtilis, y por ello sabemos que, una caracteristica comun de respuesta al estrés
general es usar las subunidades sigma de la RNA polimerasa (RNAP) como
reguladores maestros. En el caso de B. subtilis (0o bacterias Gram positivas,
BGP) el regulador maestro es sigma B (0®), una subunidad sigma alternativa de
la RNAP controlado por un mecanismo que involucra factores anti y anti-anti
sigma. En el caso de bacterias Gram negativas (BGN) como E. coli, éstas

frecuentemente usan la subunidad sigma S (oS, también llamado 0*® o RpoS)
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como regulador maestro de respuesta a estrés general (Stortz & Hengge-Aronis,
2000).

En nuestro proyecto nos enfocamos en la respuesta a estrés por acidez
(generalmente se da cuando el pH baja de 7), la cual ocurre cuando en el
ambiente hay un incremento en la concentracion de protones. Para hacer frente
a este estrés, en diferentes bacterias se han descrito estrategias como bombear
protones activamente, reparacién o proteccion de macromoléculas, produccién
de amonio y reacciones de descarboxilacion de aminoacidos especificos que
consumen protones. Estas estrategias causan un aumento del pH intracelular o
evitan que disminuya el pH citoplasmético, disminuyendo asi los efectos
perjudiciales de los protones como dafio al ADN, dafio a la membrana, mal
plegamiento de las proteinas o una actividad enzimatica disminuida (Lund et al.,
2014). Especificamente trabajamos con el modelo Rhizobium tropici CIAT 899
(RT CIAT 899), el cual, a diferencia de otros Rhizobiaceae es resistente a
multiples estreses (Martinez-Romero et al., 1991) incluido el estrés por acidez
(Riccillo et al., 2000; Rojas-Jiménez et al., 2005; Vences-Guzman et al., 2011;
Vinuesa et al., 2003). Hasta la fecha, los mecanismos moleculares por los cuales
RT CIAT 899 logra sobrevivir o adaptarse (a diferencia de otras bacterias) a un
ambiente acido son muy poco conocidos 0 no estan suficientemente

esclarecidos.
1.1 Familia Rhizobiaceae

La familia Rhizobiaceae pertenece al orden Rhizobiales, dentro de la clase
alfaproteobacteria, en la que se incluyen géneros asociados con el suelo y otros

asociados con plantas hospederas.

Los miembros de esta familia son predominantemente aerdbicos, presentan
plasmidos (algunos muy grandes) en el que albergan genes que participan en la
interaccién con sus hospederos (Martinez-Romero et al., 1991; Ormefio-Orrillo et
al., 2015; Poole, Ramachandran, & Terpolilli, 2018). Ademas, algunos miembros
pueden establecer asociaciones simbidticas con plantas hospederas y realizar
procesos como la fijacion bioldgica del nitrégeno (FBN). En contraste, existen

bacterias dentro de esta familia que son patdgenos de plantas (por ejemplo,
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Agrobacterium tumefaciens). Anteriormente se incluian 9 géneros dentro de la
familia Rhizobiaceae, sin embargo, se hizo una re-clasificacion basada en el
andlisis de la secuencia del gen 16S rRNA donde ahora se incluyen 4 géneros y
gue son: Rhizobium, Bradyrhizobium, Agrobacterium y Phyllobacterium
(Carrareto-Alves et al., 2014). Rhizobium es un género representativo de la
familia, dado que engloba una gran namero de especies (Carrareto-Alves et al.,
2014), algunas de las cuales se pueden observar en la figura 2.

Las rhizobia son bacterias que nodulan y fijan nitrégeno, en las raices de las
leguminosas. La formacion del nodulo inicia cuando la planta libera
quimioatrayentes, principalmente flavonoides. Dichas moléculas inducen a los
genes de nodulacion (nod), responsables de la sintesis de
lipoquitooligosacaridos, mejor conocidos como factores Nod, los cuales son
detectados por las leguminosas en donde posteriormente se induce la
organogénesis (formacion del nodulo). Enseguida la bacteria se adhiere a los
pelos radiculares los cuales adoptan una forma enrollada para atrapar a la
rizobia (figura 1). Posteriormente se inicia lo que se llama hilo de infeccion, por
donde viajaran los rizobia al primordio del nédulo. Una vez dentro de la célula
vegetal se diferenciaran a bacteroides, los cuales junto con la membrana de la
planta forman el simbiosoma (Poole et al., 2018). Este ambiente es propicio para
que la nitrogenasa pueda reducir N> a amonio (Gage, 2004; Gibson et al., 2008).
Generalmente los nddulos de las leguminosas se clasifican como indeterminados
y determinados, con respecto al crecimiento; los nédulos que mantienen el tejido
meristematico son indeterminados, mientras que los determinados son aquellos
gue tienen un meristemo trasciente; el tipo de nddulo va a depender de la planta
hospedera (Andrews & Andrews, 2017).

Es sorprendente la especificidad en la simbiosis Rhizobium-leguminosa (tabla 1)
y es por esto que es una de las simbiosis mejor estudiadas. El rango de especies
de leguminosas que serd capaz de nodular un rizobio va a depender de los
factores Nod que produzca. Generalmente, el esqueleto de los factores Nod es
similar en todos los rhizobia (difieren en la longitud o saturacion de la cadena de
acido graso), sin embargo las decoraciones que presentan son las que dan la

especifidad con las leguminosas, por ejemplo pueden presentar acetilaciones,
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glucosilasiones, metilaciones y sulfataciones. La percepcion de estos factores en

la leguminosa, esta dada por los receptores de factores Nod localizados en la

membrana plasmatica (figura 1).
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Figura 1. Mecanismo de adhesién y colonizacién de Rhizobia a raices de leguminosas. En
a) se muestra la quimioatraccion de rhizobia a través de los exudados radiculares de la planta, b)
Induccién por los flavonoides, ¢) Los inductores de las plantas en los exudados radiculares
disparan la transferencia de elementos conjugativos e integrativos (ICE), d) las bacterias se
adhieren a la zona de elongacién de la raiz (REZ) o a los pelos radiculares (alin hay
incertidumbre al respecto) y se produce el enrollamiento (en pelos radiculares) para que se forme
el hilo de infeccion. A pH acido, el glucomanano polar de rizobia (rojo) se une a las lectinas de la
punta del pelo radicular y e) las rizobia forman una biopelicula sobre la superficie de la raiz o
sobre los pelos radiculares los cuales involucran proteinas Raps, EPS vy fibrillas de celulosa.

Tomada de Poole et al., 2018.
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Tabla 1. Especifidad entre Rhizobium-leguminosas. Tomada de

2018.

Rhizobia*

Azorhizobium caulinodans
Azorhizobium doebereinerae
Eradyrhizobium japonicum
Eradyrhizobium spp.

Burkholderia spp.

Cupriavidus sp. AMPG

Cupriavidus taiwanensis
Sinorhizobium meliloti

Mesorhizobium haukuii
Mesorhizobium loti

Rhizobium etli

Rhizobium gallicum

Rhizobium leguminosarum bwv. phaseoli
Rhizobium leguminosarum bwv. trifolii

Rhizobium leguminosarum bwv. viciae

Rhizobium sp. strain IRBG74

Rhizobium tropici
Sinorhizobium fredii NGR234
Sinorhizobium fredii USDA257

Sinorhizobium medicae

Plant host species
Sesbania rostrata
Sesbania virgata
Glycine max

Cajanus cajun, Glycine max, Aeschynomene
americana, Aeschynomene indica. Aeschynomene
rudis, Arachis duranensis and Arachis hypogaea

Mimosa pudica

Mimosa asperata

Mimosa pudica

Medicage sativa and Medicago truncatula
Sesbania sesban

Lotus japonicus and Lotus corniculatus
Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris

Trifollium spp.

Pisum sativum, Lens culinaris, Vicia cracca, Vicia
hirsuta and Vicia faba

Sesbania cannabina, Sesbania bispinosa, Sesbania
cannabina, Sesbania exasperata, Sesbania formosa,
Sesbania grandiflora, Sesbania madagascariensis,
Sesbania macrantha and Sesbania pachycarpa

Phaseolus vulgaris
112 genera
70 genera

Medicage sativa and Medicago truncatula

Poole et al.,

Bacterial class

Alphaprotecbacteria
Alphaprotecbacteria
Alphaprotecbacteria

Alphaprotecbacteria

Betaprotecbacteria

Betaprotecbacteria

Betaprotecbacteria

Alphaprotecbacteria
Alphaprotecbacteria
Alphaprotecbacteria
Alphaprotecbacteria
Alphaprotecbacteria
Alphaprotecbacteria
Alphaprotecbacteria

Alphaprotecbacteria

Alphaprotecbacteria

Alphaprotecbacteria
Alphaprotecbacteria
Alphaprotecbacteria

Alphaprotecbacteria

Los rhizobia pueden sobrevivir a menudo a condiciones adversas, en el suelo y

ademas competir con la microbiota de la rizosfera antes de establecer una

simbiosis. Uno de los rizobios modelo para estudiar algun tipo de estrés es CIAT
899 (Del Cerro et al., 2017; Fernandez-Aunian et al., 2010; Ferreira et al., 2012;

Martinez-Romero et al., 1991; Ormefio-Orrillo et al., 2012, 2015; Pérez-Montafo

et al., 2016; Riccillo et al., 2000; Rojas-Jiménez et al., 2005; Vences-Guzman et

al., 2011; Vinuesa et al., 2003), el cual es mutiresistente a diversas condiciones

estresantes en comparacion con otras rhizobia que nodulan al frijol comun.

17



53841
I yEg
&l wsM 1455

Rhizobium

Rhizobiumi <
Agrobacterium J
superclade |—Eg'£,
L —t 1]
DA 90397
K84
| Altorhizobium
Neorhizobinm
%Rzadam
R1200B2 _
4 lamymoorel ATCC 517507
A, rubi NBRC 132617
1133
P4
A
imcc' 31749
WSS
LBA4404
CONWGS0286 Agrobacterium
224MFTSU3|
UNC420CL41
sz
Gw4
Cherry 2E-22
|_|0q5 IRBGT4
- é)‘ﬂl
33MFTALL |
Shinella sp. DD12 5 7 Shineila
R glardinii H152
CF097
YR295
/' K665
Ensi asid
superclade ;
2057
| S americanum’ CCGM7
'S, americanum’ CFNEI 1567
LI_‘L(‘(:BAII 3631
L— prsie
Ensifer
[RE—

0.05

1 £, meliloti USDAL002T
4E melilori 102]
VE melilori BO21CC

Figura 2. Relacién filogenética de la familia Rhizobiaceae. Se muestran 113 cepas
secuenciadas de la familia Rhizobiaceae. El nivel de género se muestra por cada color,
abreviaciones de los géneros: R, Rhizobium; A, Agrobacterium; Al, Allorhizobium; S,
Sinorhizobium; E, Ensifer, N, Neorhizobium.El arbol se construy6 usando un alineamiento
concatenado de 384 proteinas conservadas en el cromosoma de todos los genomas que se
usaron. Tomada de Ormefio-Orrillo et al., 2015.

1.2 Rhizobium tropici CIAT 899

Rhizobium tropici CIAT 899 (tro' pi. ci. Gr. n. tropikos, tropics; N. L. gen. n.
tropici), es un diazotrofo que se aislé6 de nodulos de frijol comun (Phaseolus
vulgaris) en el Centro de Investigacion de Agricultura Tropical (CIAT), Colombia.
Se relaciona filogenéticamente con la cepa PRF 81, aislada en el estado de

Parand, Brasil. A la CIAT 899 se le considera una bacteria promiscua dado que
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pueden nodular a varias especies de leguminosas (Hungria et al., 2000a;
Martinez-Romero et al., 1991). Se ha reportado que esta cepa, ademas de
asociarse con leguminosas, también promueve el crecimiento de plantas de maiz

(Monica Rosenblueth & Martinez-Romero, 2004).

Dentro de las caracteristicas morfologicas de esta cepa: son bacilos que miden
de 0.5 a 0.7 por 1.5 a 2 ym de longitud, son peritricos y producen acido en medio
YM, el tiempo de duplicacion es de 1.6-2 h a 30° C en medio YM. Crecen en
medio minimo adicionado con lactosa, resistente a acido nalidixico, son moviles
en agar suave y aerbbicos. Las colonias crecen circulares, convexas y
semitraslicidas, usualmente llegan a medir de 2 a 4 mm de diametro en un
periodo de 2 a 4 dias. El pH 6ptimo de crecimiento es de 5 a 7, sin embargo
CIAT 899 puede crecer en medios a pH 4, y la temperatura mas elevada a la que
puede crecer es 42° C; ademas, es resistente a metales y a varios antibioticos

(Martinez-Romero et al., 1991).

1.2.1 Genomade R. tropici CIAT 899

1.2.2 Cromosoma

CIAT 899 tiene un genoma compuesto por un cromosoma (3,837,060 pb) y 3
plasmidos; el mega plasmido de 2,083,197 pb (pRtrCIAT899c), el segundo
plasmido mas grande es el simbiotico (pSym) con 549,467 pb y el mas pequefio
de los 3 (pRtrCIAT899a) contiene 216,610 pb, el pSym a diferencia de los otros
dos plasmidos es el que tiene un menor contenido de guanina-citocina, otras

caracteristicas generales del genoma se pueden observar en la tabla 2.

El cromosoma codifica genes esenciales, como metabolismo central, procesos
celulares y metabolismo de DNA. Ningun gen esencial se encontré en los
plasmidos simbiodtico y pA, sin embargo, en pC codifica 45% de toda la
capacidad de transporte del genoma, 37% de funciones reguladoras y 34% de

metabolismo relacionado a energia (Ormefio-Orrillo et al., 2012).

CIAT 899 y PRF81 estan filogenéticamente cercanas formando un clado con R.
rhizogenes K84, debido a esta relacion tan cercana comparten un alto nimero

de genes ortélogos (Ribeiro et al., 2009, Moore et al., 1987). Otro hecho que

19



demuestra la cercana relacion filogenética entre estas cepas fue el alto nUmero

de genes sinténicos no solo en el cromosoma, sino también en los pSyms.

Tabla 2. Caracteristicas del genoma y nimero de genes predichos para CIAT

899. Tomada y modificada de Ormefio et al., 2012. pB = plasmido simbiético.

Caracteristica Cromosoma pC pB* pA Genoma
Tamafio (Mb) 3.8 2.08 0.55 0.22 6.69

G+ C (%) 59.9 59.4 57.6 58.6 59.5
Nimero de genes 3734 1905 500 212 6351
predichos

CDS 3672 1905 500 212 6289
tRNA 53 - - - 53

rRNA 9 - - - 9

1.2.3 Plasmido A

El plasmido A o pRtrCIAT899a es auto-transmisible, alberga genes como tra/trb,
los cuales estan cercanamente relacionados a varios sistemas de conjugacion
incluyendo los que se encuentran presentes en los plasmidos de R. etli CFN42 y
S. fredii GR64 (p42a y p64a, respectivamente), a diferencia de pRF81b que no
posee genes tra y por lo tanto ha perdido la capacidad de ser auto transmisible.
Anteriormente se habia demostrado que en este plasmido se localizan genes
teu, que codifican un sistema de transporte ABC para la captacion de azucar, el
cual se induce por los exudados radiculares de frijol coman y Macroptilium
atropurpureum, los cuales se requieren para la competitividad en la nodulacion
(Rosenblueth et al., 1998). Ademas, en este plasmido se encuentran dos copias
de genes cfa, los cuales son requeridos para sintasas de ciclopropano de acidos
grasos, requeridos para la modificacion de fosfolipidos, probablemente para

reducir la permeabilidad membranal.
1.2.4 Plasmido B

El plasmido B, también llamado plasmido simbio6tico (pSym), alberga los genes
simbidticos que le dan la capacidad de nodular a mas de una leguminosa, tal y
como lo hace R. leucaena CFN 299, ya que ambas cepas producen factores Nod
similares (Hungria et al., 2000b). El plasmido B se ha designado como “plasmido
simbidtico tropici”’, ya que tanto CIAT 899, PRF 81 y CFN 299 tienen un alto
porcentaje de identidad de secuencia, y por lo tanto todos los genes son 100%

idénticos en nucleétidos; ademas, existe un alto nivel de sintenia entre los
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plasmidos de estas 3 cepas, lo cual probablemente indica una reciente
diseminacion de este plasmido; la Unica diferencia entre los plasmidos de estas 3
cepas son la presencia 0 ausencia de secuencias de insercion (figura 2).
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Figura 3. “Plasmido simbiético tropici” (pB o pSym). Representacion de uno de los 4
replicones de R. tropici CIAT 899, este pldsmido alberga los genes necesarios para la nodulacién
y FBN caracteristicos en las rhizobia. Los circulos (del mas interno al mas externo) indican
oblicuidad de GC, contenido de GC, localizacion de las secuencias de insercion (verde, CIAT
899; azul, PRF 81 anaranjado, CFN 299), genes en reversa y genes delantero y localizaciones
de algunos genes (circulo externo en gris). Tomada de (Ormefio-Orrillo et al., 2012).

pSym alberga, ademas de los genes requeridos para la nodulacién, genes de
fijacion de nitrégeno, asi como dos sistemas de replicacion (repABC1 y repC2),
ademas de genes que podrian mejorar la capacidad simbidtica de la cepa como
nodM, una hidrogenasa y genes para la biosintesis de fitohormonas (figura 2);
asi mismo posee la mayoria de transposasas presentes en el genoma de CIAT
899y PRF 81.

1.2.5 Plasmido C

Este megaplasmido contiene genes esenciales que generalmente se encuentran
en el cromosoma, tales como los genes para la biosintesis de cobalamina, por lo

cual se puede considerar un cromido (Harrison et al., 2010; Ormefio-Orrillo et al.,
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2012). Ademas, tiene genes que codifican para transporte, funciones

reguladores o metabolismo.
1.3 Estrés por acidez

¢Porqué las bacterias tienen un arsenal de mecanismos de proteccion contra el
estrés por acidez? Tener mecanismos de defensa contra estrés por acidez, es
de vital importancia ya que de esta manera evitan los efectos de las
fluctuaciones de pH, ya sea fuera o dentro de un hospedero. Por ejemplo, en la
preparacion y preservacion de alimentos, en el suelo o en la placa dental y/o el
tracto gastrointestinal, o en el caso de los patégenos intracelulares dentro de los
macrofagos (Lund et al., 2014).

Especificamente en el suelo, las comunidades microbianas viven sobre todo en
la rizosfera (Poole et al., 2018), las cuales estan influenciadas por la
disponibilidad de nutrientes y los exudados radiculares de las plantas (Somers et
al., 2004); particularmente cuando las plantas usan amonio como fuente de
nitrogeno se liberan iones hidrégeno lo cual reduce el pH de la rizosfera
(Hinsinger et al., 2003; Neumann & Martinoia, 2002; Nye, 1981). Entre otros
factores que pueden modificar el pH de la rizosfera son la concentracion de
algunos metales como aluminio o incluso el Fe3®', abundante en los suelos
tropicales (Foy, 1988; Rémheld & Marschner, 1986).

Las bacterias activan mecanismos en respuesta al estrés por acidez. Entre estos
mecanismos se encuentra: el bombeo de protones, reparacion o proteccion de
macromoléculas, produccion de amonio y reacciones de descarboxilacién de
aminoacidos especificos que consumen protones (Lund et al., 2014) (tabla 2).
Cuando de estrés por acidez se trata se pueden diferenciar dos tipos de
respuesta, la respuesta de tolerancia a acidez (ATR) o la respuesta de
resistencia a acidez extrema dependiente de aminoacidos (XAR); discutidas en

detalle a continuacion.
1.3.1 Respuesta ATR y XAR

La respuesta ATR (acid tolerance response) se caracteriza por la induccion de

proteinas a pHs medianamente &cidos no letales (= pH 3.0), las cuales van a
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proteger a la bacteria a diversos cambios de acidez. Muchos microorganismos
gue se enfrentan a condiciones medianamente acidas presentan este tipo de
mecanismo; sin embargo, otras bacterias también poseen el mecanismo XAR
(Amino acid-dependent extreme acid resistance), el cual permite a células no
adaptadas sobrevivir a niveles muy &cidos, generalmente inferiores a pH 2.5
(Audia et al., 2001). Dicho de otra manera, los mecanismos ATR ayudan a
mantener la homeostasis, mientras que mecanismos XAR previenen una caida

del pH intracelular.

La respuesta ATR en bacterias entéricas como E. coli y S. typhimurium se ha
estudiado en mas detalle (Castanie-Cornet et al., 1999; De Biase et al., 1999;
Foster & Hall, 1990, 1991; Richard & Foster, 2004), ambas bacterias
precultivadas a un pH medianamente acido resisten mas cuando se cultivan a un
pH acido extremo, comparadas con aquellas células precultivadas a pH neutro
(tabla 2). Esta misma respuesta la poseen los rhizobia (Draghi et al., 2010; Glenn
et al., 1999; Graham et al., 1994), las cuales como se menciond anteriormente,
interaccionan con leguminosas; esta interaccion conlleva a que en etapas tardias
de la simbiosis, la bacteria se enfrente a fluctuaciones de pH acidos, no
obstante, la capacidad para resistir a estas condiciones estresantes, determina

su supervivencia dentro del nédulo (Alexandre & Oliveira, 2013).

Entre los mecanismos (tanto ATR como XAR) reportados a la fecha se pueden
citar el bombeo de protones por la ATPasa Fi-Fo, el sistema de descarboxilacion
de aminoacidos, la formacién de una nube protectora de amonio, alta actividad
de la ureasa citoplasmatica y reparacién o proteccion de macromoléculas, son
los mecanismos mas comunes reportados en diversas bacterias Gram negativas
como Gram positivas (tabla 2 y figura 4). Tales mecanismos se describiran a

continuacion.
1.3.2 Sistema de descarboxilacién de aminoacidos

La base del sistema de descarboxilacion de aminoacidos es generar un consumo
de protones intracelulares para contrarrestar los efectos del aumento de los
mismos. Se han descrito 4 sistemas de descarboxilacion de aminoacidos, cada

uno de los cuales se conforma por dos componentes: una descarboxilasa
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dependiente de piridoxal-5'-fosfato (PLP) que cataliza la descarboxilacién de un
aminoacido a un producto, mas CO3; y una proteina antiporter que cataliza el
intercambio de sustrato externo por productor interno (Castanie-Cornet et al.,
1999; Foster, 2004; Kanjee & Houry, 2013; Lund et al., 2014). Estos sistemas
dependientes de amino&cidos estan presentes en una gran variedad de
bacterias comolo son E. coli, Shigella flexnerii, Listeria monocitogenes, Bacillus
reuteri, Salmonella enterica var. Typhimurium, Vibrio cholerae, Brucella spp.,
Proteus mirabilis, Yersinia enterocolitica (Cotter et al., 2005; Kieboom & Abee,
2006; Lund et al., 2014; Merrell & Camilli, 1999; Occhialini et al., 2012; Park et
al., 1996; Su et al., 2011; Waterman & Small, 2003). Tomando en consideracion
gue se han descrito sistemas dependientes de glutamato, arginina, lisina y
ornitina (figura 4) (Taylor & Gale, 1945); se decribira de manera sucinta el
sistema dependiente de glutamato. Este sistema requiere de las descarboxilasas
GadA/GadB y el antiporter de glutamato/GABA (acido y-butirico) GadC. En este
sistema, el grupo carboxilo del glutamato es reemplazado por un protdn
proveniente del citoplasma, convirtiéndolo a acido gama butirico (GABA) y CO..
El antiporter GadC exporta el GABA e importa mas glutamato al interior de la
célula (Fig. 5) (Kanjee & Houry, 2013). La hipotesis de este mecanismo para
proteccion a acidez fue que la remocion de protones intracelulares causa un
incremento del pH interno de la célula a niveles que no se dafan los
componentes celulares, tal y como lo describe (Foster, 2004), donde se observo

gue el pH interno de E. coli era de 4.2 mientras que el del medio era de 2.5.
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Figura 4. Mecanismos de resistencia a acidez en bacterias Gram negativas (panel superior)

y Gram-positivas (panel

inferior). Se muestran los sistemas de descarboxilacion de

aminoécidos (azul), el bombeo de protones a través del sistema ATPasa FiFo por hidrdlisis de
ATP (rojo), el sistema ureasa (verde), chaperonas citopldsmicas DnaK y GroEL (anaranjado) y
peripldsmicas HdeA y HdeB (rojo oscuro) protegen a las proteinas de la degradacion, mientras
gue Clp (café) remueve proteinas defectuosas, la sintasa CFA (morado) modifica &cidos grasos
insaturados (UFA) a acidos grasos con ciclopropano (CFA). Tomada de Lund et al., 2014.
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Tabla 3. Mecanismos de respuesta a estrés por acidez en bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. XAR: Amino acid-

dependent extreme acid resistance, ATR: Acid tolerance response. Tomada de Lund et al., 2014.

Tipo de

mecanismo

F1-FO
ATPasa

Descarboxilasa/

antiporter

Sistema
deiminasa/deaminasa

Ureasa

Reparacion de proteinasy
proteasas

Modificaciones de
la membrana

celular.

hsp18, clpCy HtrA

E. coli XAR/ATR X Glu, Lys y Arg. Adenosin deaminasa y HdeA, HdeB Hsp31 Chang and Cronan
glutaminasa 1999

S. entérica var. XAR/ATR X Arg, Lysy Orn DnaK Alavarez Ordofiez

Typhimurium 2009

V. cholerae ATR Lys

H. pylori XAR X GroEL GroES Haque et al 1996

Brucella spp. XAR/ATR Glu X DnaK, HdeA

P. mirabilis ATR Glu X

Y. enterocolitica ATR Glu X

L. monocytogenes XAR/ATR X Glu ADI Clp protease, GrpE

L. lactis XAR/ATR X Glu ADI ClpE, ClpP, GroEL, GroES,
DnaKy GrpE.

Lactobacillus spp. XAR/ATR X Glu, Orn. ADI-AgDI ClpE, ClpL, GrpE, GroES, Dnal L. casei

B. cereus ATR Argy Lys DnaK, GroES, Clp protease

Streptococcus spp. ATR X |- ADI-AgDI RecA, AP endonucleasa, Ssb, S. gordonii, S.
UvrA, DnaK, RopA, GroEL, salivary y S. mutans
ClpL

Bifidobacterium ATR X Glu

spp.

Clostridium spp. ATR Glu DnaK, GroES, GroEL, hsp90,
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Estos valores de pH interno (pH 4.2) de la célula, concuerdan con el pH 6ptimo
de funcionamiento de las descarboxilasas, sin embargo, esto dependia de la
presencia o no de glutamato en el medio, ya que cuando hay glutamato en el
medio las células logran sobrevivir mejor a este pH externo que cuando no lo hay
en el medio. Este sistema es inducido en fase estacionaria, aunque también se
ha descrito que se mantiene activo durante el crecimiento exponencial (Castanie-
Cornet et al., 1999; Castanie-Cornet & Foster, 2001).

T
111

Figura 5. Sistema de descarboxilacion de aminoéacidos. Un esquema general de la
descarboxilacion de aminoacidos, en el caso de GadC, introduce glutamato extracelular y éste es
convertido por GadA/GadB a GABA (antiporter), el cual es exportado hacia el periplasma,
generando asi un consumo de protones en el citoplasma De Biase & Lund., 2015.

1.3.3 Sistema ureasa

El sistema ureasa hidroliza la urea generando amoniaco (NH3z) y carbamato, de
la misma manera el NH3 al combinarse con los protones intracelulares puede
generar NHs4, lo cual ocasiona un consumo de los protones (figura 6). Esta
enzima requiere el i6n niguel (Ni) como cofactor, consiste de 3 subunidades
codificadas en un operon ureCBA. Este sistema ademas del requerimiento de la

ureasa requiere de otras proteinas para la biogénesis de la ureasa, el transporte

27



y metabolismo de la urea y la incorporacion de un i6n Ni, los cuales se
encuentran codificadas en el cluster (ureDEFG) (Lund et al., 2014). H. pylori es
un sorprendente ejemplo que utiliza este sistema para adaptarse a un nicho muy
peculiar, el estbmago humano (cuyo pH oscila entre 1.5 y 3); este patégeno
puede llegar a causar como es bhien conocido, gastritis, ulcera péptica, linfoma de
tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) (Zanotti & Cendron, 2010).

1.3.4 Bombeo de protones por la ATPasa Fi-Fo

La ATPasa es un complejo multi-enzimético localizado en la membrana
plasmatica, sus funciones principales pueden ser sintetizar ATP, a través de la
energia liberada por la disipacion del gradiente electroquimico de protones; o
bombear protones hacia el espacio extracelular a través de hidrdlisis del ATP.
Consta de dos regiones, una region hidrofilica y una region hidrofébica, F1 y FO
respectivamente; la region F1 a su vez esta compuesta por las subunidades a, (3,
Y, 0y €, que en conjunto catalizan la hidrélisis del ATP, mientras que la region FO
consta de las subunidades a, b y ¢, encargadas de la translocacion de protones.
En la tabla 2 se pueden observar algunas bacterias que emplean este sistema
para regular su pH citoplasmatico, el cual opera hidrolizando ATP y expeliendo
protones al espacio extracelular, que conlleva a una homeostasis de pH (figura
3) que protege del dafio por el aumento en la concentracion de protones del

medio al que esté expuesta (Liu et al., 2015; Lund et al., 2014).
1.3.5 Modificaciéon de la membrana celular

Las membranas bacterianas estdn compuestas de una gran diversidad de
lipidos, en su mayoria fosfolipidos o lipidos sin fésforo como en el caso de
algunas bacterias, la membrana esta alterada con lipidos sin fosforo (como los
lipidos de ornitina, esfingolipidos o sulfonolipidos) (Lépez-Lara & Geiger, 2017,
Sohlenkamp & Geiger, 2015). Modificar los lipidos de membrana conlleva a una
menor fluidez de la misma al paso de protones, por lo tanto, es de esperarse que
los lipidos de membrana sufran alguna modificacion en respuesta al estrés por
acidez (o algun otro tipo de estrés). Un mecanismo que usan algunas bacterias
para evitar esto es modificar sus UFAs a través de la adiciéon de un grupo metilo

al doble enlace del UFA (Lund et al., 2014) o como en el caso de Streptococcus

28



mutans (una bacteria que habita la cavidad oral), también cambia los &cidos
grasos saturados de cadena corta por acidos grasos de cadena larga mono-
insaturados (Fozo et al., 2004). En E. coli, ademas de activar sistemas de
descarboxilacion, aumenta los acidos grasos, los cuales constituyen los lipidos
de membrana que generalmente contiene dos acidos grasos, los cuales pueden
ser saturados, insaturados, poliinsaturados o con ciclopropano para hacer menos
permeable a la membrana (Brown et al., 1997). Otra barrera significativa a los
protones son los lipopolisacéaridos (LPS), los cuales se han correlacionado con
resistencia a acidez en Rhizobium (Chen et al., 1993a; Chen et al., 1993b), otro
caso es el de una mutante en el gen wbcJ de H. pylori, la cual pierde la
capacidad de sintetizar LPS pero ademas disminuye su viabilidad a pH 3.5
(Booth et al., 2002).

1.3.6 Proteccion o reparaciéon de macromoléculas

Cuando una concentracion elevada de protones ha dafiado componentes
esenciales como las proteinas o el DNA, se inducen o activan proteinas
llamadas chaperonas, cuya funcion basica es reparar o en su caso proteger del
dafo por el estrés. Existen chaperonas como DnaK, GroEL (citoplasmaticas),
HdeA, HdeB (periplasmicas), el complejo Clp (el cual remueve proteinas
dafadas), que se inducen cuando la célula estd expuesta a estrés por acidez
(Lund et al., 2014). Se ha observado que Dps y RecA pueden sufrir dafio o
perder su funcion, la cual es esencial para la célula. En el caso del sistema Dps,
ademas de resistencia a ambientes acidos, participa uniéndose al DNA,
secuestrando hierro o peroxido a través de su ferroxidasa. Por otra parte, RecA
juega un papel importante en procesos que requieren reparacion y
recombinacion homologa del DNA, asi como en la respuesta SOS (respuesta
astringente) (Liu et al., 2015). Amundsen et al., 2008, demostraron que una
mutante en RecA de H. pylori es mucho mas sensible al dafio al DNA y su tasa
de recombinacion esta disminuida, lo cual no le permitia sobrevivir en
condiciones de acidez. Otras proteinas que juegan un papel en la respuesta a
acidez y que se han reportado inducidas a un bajo pH son UvrA, LuxS, DnaK e
IrrE que actlan protegiendo a la célula contra el dafio causado por el estrés por
acidez (Liu et al., 2015).
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1.3.7 ¢COmo sensan las bacterias una fluctuaciéon en la concentracion de

protones?

Las bacterias generalmente usan sistemas de dos componentes (TCS, por sus
siglas en inglés) para sensar las condiciones extracelulares y un ejemplo de esto
es el sensado de protones. Estos TCS, permiten a las bacterias detectar y
amplificar sefiales que permiten la generacion de respuestas particulares
dandoles la capacidad de adaptacion o sobrevivencia a concentraciones
elevadas de protones. Un TCS prototipo consiste de una proteina sensora,
(cinasa histidinica o HK por histidine kinase) y un regulador de respuesta (RR,
por response regulator) (Stock et al., 2000). De manera general, los TCS
funcionan detectando una sefal a través de la transferencia de grupos fosforilo
entre residuos de histidina y aspartato de una HK y un RR y se caracterizan por
tener una alta especificidad que garantiza la repuesta adecuada a cada nueva
condicion. Se han reportado diferentes TCS, sin embargo, para explicar como
funcionan en respuesta a acidez, describiremos los sistemas PhoPQ (descrito en

diversas bacterias entéricas como Salmonella o E. coli) y ArsRS de H. pylori.

PhoQ es una proteina de membrana interna con 2 regiones transmembranales,
un dominio sensor periplasmico y un dominio cinasa citosolico, el cual se
autofosforila a través de una interaccion intramolecular que promueve la
fosforilacion del RR PhoP (Lund et al., 2014). El dominio periplasmico de PhoQ
(en Salmonella spp.) se une a cationes divalentes, formando puentes con los
fosfolipidos de membrana interna para que PhoQ se mantenga inactivo. Sin
embargo, este dominio se activa cuando estd expuesto a acidez (pH 5.5)
adoptando una conformacién diferente, contrario a cuando se encuentra
interaccionando con cationes divalentes; por lo tanto, ya no se lleva a cabo el
sensado (Prost et al., 2007). Por otra parte PhoP es el regulador de respuesta de
este sistema, lo cual también sugiere que tiene alguna funcién en la respuesta a
acidez, tal como lo observo Miller et al., 1989, en donde una mutante en PhoP de
S. typhimurium era susceptible en macréfagos murinos (cuyo pH oscila en 5.5) y
no solo era reducida su supervivencia, sino gue también afectd la virulencia de

esta bacteria dentro de los macréfagos. Por lo tanto se concluyd que ademas de
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estar implicado en respuesta a acidez, tenia alguna relacion con la virulencia de
la cepa (Lund et al., 2014).

El sistema ArsRS descrito en H. pylori (figura 6), es otro ejemplo de TCS que
participan en respuesta a acidez. Este sistema es uno de varios que ayudan a H.
pylori a adaptarse a ambientes tan acidos como el estbmago, el cual se encarga
de regular los genes de ureasa los cuales son importantes para que este
organismo logre vivir en su nicho. En condiciones de acidez ArsR (fosforilado
por ArsS), se une a los promotores del cluster ureA, B, I, F, G y H promoviendo
la transcripcion de estos genes, necesarios para el sistema ureasa empleado
para la adaptacion de este patdgeno a las condiciones estomacales (Wen et al.,
2003). Contrario a esto, cuando H. pylori se encuentra en condiciones neutrales,
ArsR se encuentra en su forma no fosforilada y de esta manera se une a un RNA
pequefio antisentido que evita la transcripcion del gen que codifica a una de las
subunidades de la ureasa. El dominio sensor de ArsS contiene 7 residuos de
histidina, lo cual le confiere la capacidad de poder sensar cuando el ambiente es
acido, sin embargo, de estos residuos unicamente el residuo H94, es el
responsable de la deteccion de la alta concentracion de protones en el medio,
dado que mutaciones en los otros 6 residuos no afectan el sensado ni la
expresion de los genes del sistema ureasa (Lund et al., 2014; Miller et al.,
2009). Este sistema también esta presente en colonizadores no gastricos como
H. hepaticus (de la familia Helicobacteraceae), Campylobacter jejuni and

Wolinella succinogenes (Muller et al., 2009).
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Figura 6. TCS ArsRS de H. pylori. Tanto como ArsR, FIgS y NikR se unen a la regiéon promotora
de ureAB para activar la expresion de ureasa. Urel participa en el transporte de urea la cual es
hidrolizada por la ureasa liberando amonio y COz, los cuales se difunden al periplasma donde el
CO: es hidratado por una anhidrasa carbonica y ademas los protones presentes en el citoplasma
protonan al NHs a NHs. Tomada de Lund et al., 2014.
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2. ANTECEDENTES

En general existen pocos reportes acerca de los mecanismos de respuesta a
acidez en los Rhizobia (Correa et al., 1999; Graham et al., 1994), por ejemplo, se
ha reportado que la cantidad producida de EPS correlaciona con la tolerancia a
acidez. Por esto se postula que esta produccion elevada de EPS modifica el
microambiente de la bacteria y por lo tanto disminuye el estrés inducido por el
aumento en la concentracion de protones (Cunningham & Munns, 1984). Sin
embargo, en el microsimbionte Mesorhizobium loti, la cantidad de EPS no esta
correlacionada con la tolerancia a acidez (Correa & Barneix, 1997). Glenn et al.,
1999, reportaron algunos genes esenciales para el crecimiento a bajo pH en S.
meliloti, por ejemplo actA, actP, actR, actS y exoR, cuyos productos participan
en la induccidn de la respuesta ATR (para el caso de los genes act) y para la
regulacion de la biosintesis de EPS (exoR), respectivamente (Dilworth et al.,
2001). Un caso particular es el del microsimbionte M. loti; dado que en esta
bacteria, los genes sobreexpresados en condiciones de un choque por acidez de
30 minutos, son muy diferentes con respecto a los reportados anteriormente (act
0 exo). Por ejemplo. los genes con mayor expresion fueron los pertenecientes a
las categorias de mecanismos de defensa y transcripcion, asi como muchos

genes cuyos productos son de funcion desconocida (Laranjo et al., 2014).

Para el caso particular de R. tropici CIAT 899 cuya caracteristica es que es la
cepa hasta ahora descrita, mas acidorresistente dentro de la familia
Rhizobiaceae, tampoco se conocen bien los mecanismos moleculares y
bioquimicos por los cuales CIAT 899 logra sobrevivir a condiciones de estrés por

acidez.

Riccillo et al., 2000, reportaron que el glutation era necesario para que CIAT 899
lograra sobrevivir en condiciones de acidez, dado que una mutante en el gen
gshB (el cual participa en la sintesis de glutatién) afecta su crecimiento a pHs
acidos y ademas la transcripcion de este gen es inducida bajo esta condicion
(Muglia et al., 2007). En otro estudio hecho por Vinuesa et al., 2003 se
identificaron dos mutantes sensibles a acidez mediante un andlisis de
aproximadamente 1700 mutantes por transposén (Tn5), una de estas mutantes

se localizé en el cluster sycA-olsC y la otra mutante en el operon IpiA-atvA.
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Posteriormente se logré elucidar la funcién de uno de estos genes (oIsC) en la
respuesta a acidez (Rojas-Jiménez et al., 2005; Vences-Guzman et al., 2011;
Vinuesa et al.,, 2003). OIsC participa en la biosintesis de lipidos de ornitina
hidroxilados (OLs), y se piensa que dichos OLs se relaciona con una disminucion
de la permeabilidad de la membrana a protones y por lo tanto resistencia a
acidez. Mutantes en el gen olsC, tienen bajo crecimiento en condiciones de pH

acido comparada con la cepa silvestre (figura7).

El gen IpiA (low pH inducible) codifica para una lisil fosfatidil glicerol (LPG)
sintasa, homologa a MprF (multiple peptide resistance factor) (Andra at al.,
2011) de Staphylococcus aureus mientras que el gene atvA (acid tolerance and
virulence) codifica para una serina lipasa putativa, homoéloga a AcvB y VirJ de
Agrobacterium tumefaciens (Kang et al.,, 1994; Wirawan et al., 1993). Se
demostré que IpiA se induce en condiciones de acidez, y que la enzima LpiA es
responsable de la biosintesis de LPG (Sohlenkamp et al., 2007). Se ha reportado
gue la transcripcion del gen IpiA también se induce en condiciones de acidez en
Sinorhizobium medicae y S. meliloti (Hellweg et al., 2009; Reeve et al., 2006). Se
han descrito Ort6logos de MprF en los patégenos oportunistas Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecium o Staphylococcus aureus; en donde
dilucidaron que la falta de aminoacil fosfatidil glicerol (aa-PG) resulta en una
disminucién de la resistencia a los péptidos antimicrobianos y a diversas
condiciones de estrés, entre ellas el estrés por acidez (Arendt et al., 2012;
Hebecker et al., 2011; Smith et al., 2013).
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Fig. 7. Biosintesis de OLs y crecimiento de una mutante en el gen olsC de R. tropici CIAT
899. La hidroxilacion de los OLs que introduce OIsC se ha relacionado con resistencia a estrés
por acidez, modificando la permeabilidad membranal y por lo tanto, el paso de los protones. A)
Biosintesis de lipidos de ornitina (OLs), B) Crecimiento de la cepa silvestre y una mutante en el
gen olsC a pH 7.0 y a pH 4.0 (C) Tomada y modificada de Vences-Guzman et al., 2011.

Se conoce que el genoma de R. tropici CIAT 899 contiene 6359 genes predichos
(Ormenio-Orrillo et al., 2012), por lo tanto, se piensa que puede haber mas genes
involucrados en mecanismos que confieran resistencia a acidez ademas de los
ya reportados por Vinuesa et al., 2003. Ormefio y colaboradores reportan que el
genoma de esta cepa alberga genes de respuesta a acidez, por ejemplo eptA,
cfa, antiporters 0 genes exo necesarios para la biosintesis de EPS, que se han
reportado en otras bacterias y que son necesarios para la resistencia a acidez
(algunos descritos en la seccion introduccion). Tal es el caso de S. meliloti, en
donde se observé la inducciéon de todo un cluster que codifica proteinas
necesarias para la biosintesis de EPS (Hellweg et al., 2009). Dado que el
genoma de esta cepa alberga arriba de 6000 genes, se piensa que existan
nuevos genes que contribuyan a la resistencia a acidez en este organismo que
aun no se han reportado como parte de los genes ya conocidos de respuesta
acidez. En este estudio nosotros combinamos una mutagénesis por transposén
saturante con un estudio transcriptomico para obtener el repertorio de genes

importantes o esenciales para la respuesta a acidez en R. tropici CIAT 899.
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3. OBJETIVOS

3.1 General

Identificar genes que confieran resistencia a estrés por acidez en R. tropici CIAT
899.

3.2 Especificos

e Construir una biblioteca de mutantes al azar mediante una mutagénesis
por transposon (Tnb).

e Analizar las mutantes en busqueda del fenotipo de sensibilidad a acidez.

e Identificar el sitio de insercion del Tn5 de las mutantes sensibles a acidez.

e Realizar un RNA-seq de la cepa silvestre crecida en 3 diferentes
condiciones de pH (un medio neutro, un medio acido y un choque por
acidez).

e |dentificar los genes que diferencialmente se expresan utilizando el RNA
extraido de la cepa crecida en medio a pH acido comparada con la
condicion control (pH neutro).

e Identificar que genes diferencialmente expresados pertenecen a

mecanismos relacionados a acidez.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Cepas y plasmidos usados en este estudio

Algunas de las cepas y plasmidos disefiados en este estudio estan incluidas en
la seccidén 6.1, 16 se reportan en resultados y 9 mas en la tabla 4. Ademas, se

obtuvieron cepas complementadas que se incluyen en la misma tabla.

Tabla 4. Plasmidos utilizados para la complementacién de dos mutantes

sensibles a acidez.

Cepa Particularidades Referencias

Plasmidos

PET17RR Regulador de respuesta clonado en pET17b y transformado en Este trabajo
DH5aq, CbR.

pRK402RR Regulador de respuesta clonado en pRK402 y transformado en Este trabajo
DH5a, Cb-TcR.

pRK402RR17.1  Regulador de respuesta clonado en pRK402 y transformado en Este trabajo
S17.1, Cb-TcR.

PET17TCS Sistema de dos componentes (SDC) clonado en pET17b y Este trabajo
transformado en DH5a, CbR.

pRk402TCS SDC clonado en pRK402 y transformado en DH5a, Cb-TcR. Este trabajo

pRK402TCS17.1 SDC clonado en pRK402 y transformado en S17.1, Cb-TcR. Este trabajo

PET17ANT Antiporter clonado en pET17b y transformado en DH5a, CbR. Este trabajo

4.2 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

Se usaron diferentes medios de cultivo para el crecimiento de R. tropici CIAT
899, PY (Beringer, 1974), o medio minimo (MM) o minimal acid medium (MAM)
descrito por Kingsley and Bohlool en 1992, los cuales se detallan en la seccion
de apéndices. Las bacterias se incubaron a 30°C por 2 dias (para el caso de PY)
o de 3-5 dias (para el caso de MM o MAM). Para cultivar E. coli se usé el medio
Luria Bertani y las células se incubaron a 37 °C. Cuando se requirié se usaron

respectivos antibioticos mencionados en la seccion 6.1.
4.3 Mutagénesis con transposon Tnb

La mutagénesis se realizé via conjugacion diparental (Simon et al., 1983). Las
transconjugantes generadas se replicaron en medio solido PY usando un
replicador de 48 colonias, se pasaron a medio liquido en placas de ELISA de 96
pocillos y se crecieron toda la noche y posteriormente se guardaron a -80 °C con
30% (p/v) de glicerol. Se seleccionaron 10 transconjugantes para verificar la
insercién en diferentes regiones del genoma mediante un analisis de Southern

blot detallado en apéndices. La seleccién de mutantes sensibles a acidez se
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realizo primero replicando cada una en medio PY, posteriormente se pasaron a
MM o MAM, se crecieron hasta 5 dias y se seleccionaron las que presentaban
sensibilidad a acidez (SA) o aquellas que eran medianamente sensibles a acidez

(MSA) de las cuales se extrajo DNA gendémico para su posterior analisis.
4.4 Aislamiento de DNA gendmico

El DNA total, tanto de las cepas silvestres como de las mutantes se realiz6 con
el sistema comercial de purificacibn Roche (DNA isolation Kit for Cells and
Tissues) a partir de 5 mL de cultivo crecidos en PY. Este DNA se utilizé para
identificar el sitio de insercion del Tn5 mediante digestion-clonacion-
secuenciacion (DCS) y/lo PCR inversa (iPCR). El método se detalla en

apeéndices.

5.5 Analisis de transconjugantes Tn5 para verificar insercion azarosa del

transposon.

Se seleccionaron transconjugantes (10) para analizar mediante Southern blot
gue la tranposicion fue azarosa. Para lo caul se extrajo ADN de las
transconjugantes seleccionadas y se digirieron con EcoRIl (New Englands
Biolabs). Una vez comprobado que las muestras de ADN genomico digirid
completamente, se corrieron en un gel de agarosa a 0.9 % con todo el volumen
de la digestién. Posteriormente el ADN se desnaturalizé en el gel con una
solucion de 1.5 M de NaCl, 05 M de NaOH seguido por una neutralizacion con
1.5 M de NaCl y 0.5 M Tris-HCI (pH 7.5). Enseguida el ADN se transfirié a una
membrana de nitrocelulosa cargada positivamente (Amershan Biosciencies)
durante toda la noche en solucién de transferencia (detallado en los apéndices).
Después de la transferencia, el ADN se fij6 a la membrana a través de un UV-
crosslinker (spectro linker X-1000) usando un programa automatico del propio

equipo.

5.6 Identificacion del sitio de insercion mediante iPCR o digestion-

clonacidén-secuenciaciéon (DCS)

La identificacion del sitio de insercién del Tn5 se hizo por dos metodologias

diferentes, mediante DCS o IPCR; para el caso de DCS, se extrajo DNA
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gendmico, se digirieron 8 pug este mismo con la enzima EcoRl la cual no corta el
casete de resistencia a kanamicina y se realizé una clonacion de fragmentos al
azar con el vector pUC18 (digerido con la misma enzima), posteriormente se
seleccionaban las transformantes resistentes a kanamicina, se purificaba el
plasmido y se secuenciaba con oligonucledtidos T7, los resultados de la
secuenciacion se mapeaban en el genoma de R. tropici CIAT 899 y se
determinaba el sitio de insercion del Tn5.

Para el caso de la IPCR (Huang et al., 2000), primero se disefaron
oligonucleétidos (descritos en tabla 2 de la seccién 6) a partir de los bordes
(repetidos invertidos) de la secuencia del Tn5 y a partir del Unico sitio BamHl,
para amplificar regiones flanqueantes del transposon. EI ADN gendmico se
digirié con la enzima BamHI (en este caso ya no importaba si digeria el casete
de resistencia) a 37 °C, el DNA digerido se us6 para ligar todos los posibles
fragmentos a una concentracion de 0.3-0.5 pg/mli-1 en presencia de 3
U/mi-1 de T4 DNA ligase (NEB, biolabs) toda la noche a 16°C. Esta reaccion de
ligacion se utilizé como templado para amplificar con los oligos del Tn5, los
componentes de ambas reacciones tanto de digestion, como de ligacion y de
iIPCR fueron purificadas antes de realizar la siguiente reaccion o en el caso de la

iPCR antes de enviar a secuenciacion estos amplicones (figura 7).
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Figura 8. Estrategia para amplificar secuencias de DNA flanqueantes del Tn5 mediante
iPCR. Las regiones oscuras representan el DNA flanqueante del tranposon, las regiones grises
las repetidos invertidos del Tn5, la region en blanco representa la region central del Tn5 que
confiere resistencia a diversos antibidticos, los primers IR1, IR2, BL y BR se denotan por lineas,
los sitios BamHI son mostrados. Tomada de Huang et al., 2000.
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5.7Complementacion de dos mutantes sensibles a acidez (JG2646 y
JG9587)

Se disefaron iniciadores para amplificar los genes afectados de las mutantes
JG2646 y JG9587 (regulador de respuesta de unién a DNA y antiporter K+/H+,
respectivamente), para el caso de la mutante JG2646 como la insercion esta
localizada en un operon (regulador de respuesta e histidin cinasa), se disefiaron
iniciadores tanto para amplificar el regulador de respuesta como para el operon
completo. Los cebadores se describen en la siguiente tabla 5.

Tabla 5. Iniciadores usados para amplificar genes de mutantes JG2646 Y
JG9587. Se muestra en negrita el sitio de restriccion (Ndel para F y BamHI para

R) para cada oligonucleotido.

Nombre Longitud Secuencia (5-3’) m* Referencias
(°C)

RR-F 32 ACTGCATATGAAGATTCTGATCATCGAAGACG 73.0 Este trabajo

RR-R 32 ACTGGGATCCTCATCCCTCGTCCTTGATCATG  79.6 Este trabajo

CS-R 33 ACTGGGATCCCTATTGTTTCTGCAGGGGAAGA 78.7 Este trabajo

Ant-F 32 ACTGCATATGGAGGCATTTTACATTATCGTGC  73.3 Este trabajo

Ant-R 32 ACTGGGATCCTCAGGCGTCGTTTTTACCCGGT 81.2 Este trabajo

Se amplificaron los genes correspondientes con el siguiente programa de PCR:
98 °C por 30 segundos (s), seguido por 30 ciclos de 98 °C por 10 s, 55-65 °C por
30 s, 68 °C por 1 minuto (min) y finalmente 68 °C por 10 min. Se us6 una unidad
de Accu Prime Pfx DNA polimerase. Para amplificar el regulador de respuesta se
usaron los oligos RR-F y RR-R, para el operon se usaron RR-F y CS-R y para el
antiporter se usaron Ant-F y Ant-R. Los amplificados se digirieron con sus
respectivas enzimas y se clonaron en el vector pET17b (digeridos con los
mismos sitios de restriccion), posteriormente se transformaron en DH5a, se
subclonaron en el vector de amplio rango de hospedero pRK404 vy las clonas se
transformaron en S17.1, para finalmente conjugar a las cepas mutantes JG2646
y JG9587, respectivamente. Se logré complementar la mutante JG2646 con
ambos fragmentos de ADN (regulador de respuesta y operon) y se analizaron

para ver cual restauraba el fenotipo de sensibilidad a acidez.
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5.8 Aislamiento, purificacion e integridad de RNA

Para aislar el RNA para realizar un transcriptoma mediante RNA-seq, se usaron
varios métodos, hasta lograr estandarizar el que se describe en la seccion 6.1,
cuyos detalles se anexan en la seccion de apéndices. La calidad del mismo se

analizé usando el TapeStation 2,200 instrument (Agilent Technologies).
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5. RESULTADOS

Los resultados fundamentales de este trabajo se publicaron en un articulo en la
revista Frontiers in Microbiology en la seccion Fisiologia y Metabolismo
Microbiano.

“Dissecting the Acid Stress Response of Rhizobium tropici CIAT 899"

Julio Guerrero-Castro, Luis Lozano and Christian Sohlenkamp (2018). Frontiers
in Microbiology 9:846. doi: 10.3389/fmicb.2018.00846.
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Rhizobium tropici CIAT899 is a nodule-forming a-proteobacterium displaying intrinsic
resistance to several abiotic stress conditions such as low pH and high temperatures,
which are common in tropical environments. It is a good competitor for Phaseolus vulgaris
(common bean) nodule occupancy at low pH values, however little is known about the
genetic and physiological basis of the tolerance to acidic conditions. To identify genes
in R. tropici involved in pH stress response we combined two different approaches:
(1) A Tn5 mutant library of R. tropici CIAT899 was screened and 26 acid-sensitive
mutants were identified. For 17 of these mutants, the transposon insertion sites could
be identified. (2) We also studied the transcriptomes of cells grown under different pH
conditions using RNA-Seq. RNA was extracted from cells grown for several generations
in minimal medium at 6.8 or 4.5 (adapted cells). In addition, we acid-shocked cells
pre-grown at pH 6.8 for 45 min at pH 4.5. Of the 6,289 protein-coding genes annotated
in the genome of R. tropici CIAT 899, 383 were differentially expressed under acidic
conditions (pH 4.5) vs. control condition (pH 6.8). Three hundred and fifty one genes were
induced and 32 genes were repressed; only 11 genes were induced upon acid shock.
The acid stress response of R. tropici CIAT899 is versatile: we found genes encoding
response regulators and membrane transporters, enzymes involved in amino acid and
carbohydrate metabolism and proton extrusion, in addition to several hypothetical genes.
Our findings enhance our understanding of the core genes that are important during the
acid stress response in R. tropici.

Keywords: Rhizobium tropici CIAT899, pH, acid stress response, Tn5, transcriptome, RNA-Seq

INTRODUCTION

The response to acidic stress conditions is understood best in enterobacteria, and Escherichia
coli, S. enterica var. Typhimurium, P. mirabilis and Y. enterocolitica (Castanie-Cornet et al.,
1999; Kieboom and Abee, 2006; De Biase and Pennacchietti, 2012), all have effective systems
to contend with acid stress. Well-known are the decarboxylation systems, which are composed
of two components: a decarboxylase and an antiporter. Protons are consumed in the cytoplasm
through the decarboxylation of specific amino acids and the corresponding antiporter exports the
decarboxylation product and imports more of the required amino acid (Foster, 2004). The best-
studied example is the glutamate decarboxylase (Gad) system depending upon the concerted action
of glutamate decarboxylase (GadA/GadB) and of the glutamate/GABA antiporter, GadC (Foster,
1999; Audia et al., 2001; Lund et al., 2014).
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Rhizobium tropici CIAT899 is an a-proteobacterium capable
of establishing a symbiosis with different leguminous plants
including common bean (Phaseolous vulgaris) (Martinez-
Romero et al,, 1991). During this symbiosis root nodules are
formed, which are specialized organs where biological nitrogen
fixation (BNF) will take place (Suzaki et al., 2015). The efficiency
of this symbiosis can be restrained by different environmental
conditions, such as high temperature and low pH (Martinez-
Romero et al.,, 1991; Graham et al., 1994; Hungria et al., 2000;
Vinuesa et al., 2003). For example under acidic pH conditions,
where survival and persistence of the bacteria are limited,
nodulation and BNF can be severely affected. Acidic conditions
can be found in the rhizosphere of plants, where the pH is
lowered by plant exudates containing protons and organic acids,
and inside symbiosomes (Udvardi and Day, 1997). Compared to
most other nodule-forming bacteria R. tropici CIAT899 presents
an increased resistance to acidic growth conditions.

A few studies trying to identify the genetic determinants of
growth at acidic pH have been made in R. tropici (Riccillo et al.,
2000; Vinuesa et al., 2003; Rojas-Jiménez et al., 2005; Vences-
Guzmin et al., 2011). In 2003, Vinuesa et al. (2003), identified
novel rhizobial genes required for acid tolerance. During a screen
of a small Tn5 mutant library composed of 1,728 clones, they
identified two mutants affected in acid tolerance. In one mutant,
the Tn5 was inserted in the sycA-olsC gene cluster and in the
second mutant, it was inserted in the IpiA-atvA operon. OlsC
catalyzes the hydroxylation at the 2-position of the secondary
fatty acid of ornithine lipids (OLs). The presence of this hydroxyl
group has been correlated later to an increase tolerance to acidic
conditions and high temperatures in CIAT899 (Vinuesa et al,
2003; Rojas-Jiménez et al., 2005; Vences-Guzman et al.,, 2011).
LpiA is a lysyl-phosphatidylglycerol synthase homologous to
MprF from Staphylococcus aureus and the atvA gene is encoding a
putative serine lipase homologous to the virulence proteins AcvB
and Vir] from Agrobacterium tumefaciens. It was demonstrated
that IpiA is induced under acidic conditions, and that LpiA
participates in lysyl-phosphatidylglycerol (LPG) biosynthesis,
which confers an increased resistance of R. tropici CIAT899 to
the cationic peptide polymyxin under acidic growth conditions
(Vinuesa et al., 2003; Sohlenkamp et al., 2007). Transcriptional
induction of IpiA expression was also induced in Sinorhizobium
medicae and Sinorhizobium meliloti as part of the response to low
pH (Reeve et al,, 2006; Hellweg et al., 2009). GshB participates in
glutathione biosynthesis (Riccillo et al., 2000), which is necessary
to grow in several environmental conditions like oxidative stress,
osmotic stress and acid stress and transcription of gshB is induced
under acidic stress conditions as shown by quantitative PCR
(Muglia et al., 2007).

In addition, the CIAT899 genome encodes homologs to
several proteins that are involved in acid stress response
in other bacteria: (1) eptA encodes a putative lipid A
phosphoethanolamine transferase, which confers acid resistance
in E. coli, Salmonella typhimurium, and Shigella flexneri 2a
(Martini¢ et al., 2011); (2) cfa encodes cyclopropane-fatty-acyl-
phospholipid synthase which enhances acid tolerance in E. coli by
reducing the permeability of the membrane to H (Shabala and
Ross, 2008; Sohlenkamp, 2017). Five different copies of ¢fa genes
are encoded in the genome of R. tropici CIAT899; (3) HT/Cl~
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antiporters are responsible for protons extrusion when E. coli
or Helicobacter pylori are exposed to acidic conditions (Inoue
et al, 1999; Padan et al., 2004; Padan, 2008). CIAT899 possesses
four genes encoding antiporters that possibly help to maintain
pH homeostasis; (4) Exopolysaccharide (EPS) biosynthesis has
been related to acid tolerance. In S. meliloti it has been shown
that genes related to EPS production are expressed under acidic
conditions (Cunningham and Munns, 1984; Hellweg et al., 2009)
and the genome of CIAT899 encodes several exo genes and EPS
production could help the bacteria to resist acid stress. It is not
known, if the orthologues to these genes involved in acid stress
response in other bacteria have a function during the acid stress
response in R. tropici.

Vinuesa et al. (2003) had identified at least two novel genes
involved in the acid stress response in R. tropici out of a screen
using only 1,728 mutants. As the genome of R. tropici CIAT899
contains more than 6,280 genes (Ormeno-Orrillo etal., 2012), we
think that it should be possible to discover further novel genes
having a function in acid stress response in this organism. Here
we present a study combining random transposon mutagenesis
with transcriptomics to obtain a broad catalog of genes important
or essential for the acid stress response in R. tropici CIAT899.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains and Culture Conditions
Bacterial strains and plasmids used in this work are listed
in Tablel. R. tropici CIAT899 was routinely grown in TY
medium (Beringer, 1974) or the minimal medium described by
Kingsley and Bohlool (Kingsley and Bohlool, 1992), adjusted
to pH 6.8 [MM- buffered to pH 6.8 with 20mM Hepes (N-
(2-Hydroxyethyl)piperazine-N'-(2-ethanesulfonic acid))] or to
pH 4.5 (MAM-buffered to pH 4.5 with 25mM Homopipes
(Homopiperazine-N,N’-bis-2-(ethanesulfonic acid))), Research
Organics, Cleveland, OH, USA) at 30°C. MM and MAM
were solidified with 0.8% gelrite (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Germany). E. coli strains were grown in Luria-Bertani (LB)
medium at 37°C. Antibiotics were added at the following final
concentrations (j.g/mL): kanamycin (Km) 150; carbenicillin
(Cb) 1005 tetracycline (Tc) 10, and nalidixic acid (Nal) 20.

Tn5 Mutagenesis of Rhizobium tropici
CIAT899

A general Tn5 transposon mutagenesis of R. tropici CIAT899
was performed via conjugal transfer of pSUP1021 into CIAT899
utilizing E. coli S17.1 as the donor strain (Simon et al,
1983). Appropriate dilutions were plated on TY medium,
supplemented with kanamycin and nalidixic acid to select for
Tn5 transconjugants. Individual colonies were transferred to
microtiter plate wells with TY medium and were grown overnight
at 30°C. Glycerol was added to a final concentration of 30%
(w/v) and the mutant library was stored at —80 °C. To check the
quality of the library, 10 transconjugants were randomly selected,
genomic DNA was extracted, digested with EcoRI (New England
Biolabs), and Southern blot hybridization was performed using
a digoxigenin-labeled probe hybridizing to a fragment of the
Tn5. The probe was synthesized using the oligos Tn5-1 and Tn5-
2 (Table 2). This analysis established that the transposon had
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TABLE 1 | Bacterial strains and plasmids used in this study.

Strains or pl id Rel h

Rhizobium tropici

ACIAT899 A bean-nodulating strain acid tolerant, Nal

Escherichia coli

DH5a recA1, AacU169, _80dlacZAM1

HB101 SUpE44 hsdS20 (-Bm-B) recA13 ara-14 proA2 lacY1 galK2 mpsL20 syl-5 mti-1
S17.1 thi pro hsdR- hsoMA recA, RP4 integrated in the chromosome, 2-Te::Mu- Km:TnZ{Tp /Sm')
pET17B Expression vector, Cb'

pRK404 Broad-host-range vector, Tc"

pBBRSMCS-2 Broad-host-range plasmid, Km"

puci18 Cloning vector, Amp”

pK18mobsacB Conjugative suicide vector, Km'

pSUP1011 Mobilizable suicide plasmid for Tn5 mutagenesis

References

Martinez-Romero et al., 1991

Hanahan, 1983
New England Biolabs
Simon et al., 1983

Studier, 1991

Ditta et al.. 1985

Kovach et al., 1994
Yanisch-Permron et al., 1985
or et al., 1994

Simon et al., 1983

Sché

ACIAT stands for “Centro interacional de Agricuttura Tropical,” which is located in Cali, Colombia.

TABLE 2 | Primers used in this study.

Primer Length DNA sequence (5 to 3') Tm* (°C) References
Tn&-1 20 CATTGAAGCGGGAAGGGACT 68.1 This study

n&-2 20 AGATCCTCGCCGTCGGGCAT 69.8 This study

BL 20 GGGGACCTTGCACAGATAGC 55.8 Huang et al., 2000
BR 23 CATTCCTGTAGCGGATGGAGATC 56.9 Huang et al., 2000
IR1 21 GAGCAGAAGTTATCATGAACG 50.3 Huang et al., 2000
IR2 29 CGGGATCCTCACATGGAAGTCAGATCCTG 64.3 Huang et al., 2000

Tm* was calculated for DNA/DNA hybrid with a monovalent cation concentration of 100 mmol~—" using the program Tm calculator on the NEB webpage (http://tmcalculatorneb.

conv#l).

inserted in each strain only once and into different regions within
the genome of R. tropici CIAT899.

Screen for Acid-Sensitive Mutants

The ordered mutant library was replica-plated from the glycerol
stock onto TY plates and grown for 3 days. Clones were
transferred using a 48-pin replicator onto MM and MAM plates,
and grown for 5 days. Mutants that grew as the wildtype under
neutral pH conditions (MM), but that were strongly affected
or that did not grow at low pH (MAM) were selected for
further analysis. The Tn5 insertion sites were mapped using
two approaches. Most of the transposon insertion sites were
determined using inverse PCR (iPCR) using the oligos described
in Table 2. Briefly, 1 jLg of genomic DNA of an acid-sensitive
mutant is digested with the enzyme BamHI (New England
Biolabs) that cuts just in the middle of the Tn5. Following
digestion, the reactions were inactivated at 65°C for 15 min. The
restricted DNA was circularized overnight at 16°C in 100 pL
reactions with 200 U of T4 DNA ligase (New England Biolabs),
and then purified with High Pure PCR Product Purification Kit
(Roche). The iPCR mix contained 10 jL.L of 10x PCR buffer, 6 L
of 25mM MgCl, (final concentration of 1.5mM), 2 pL 10 mM
dNTP mix (final concentration of 200 uM each dNTP), 0.5 pM
(4 nL) of each primer (different combinations like BL-IRI,

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

BL-IR2, or BR-IR1, BR-IR2 were used for the amplification, see
Table 2), 10 pL (500 ng) of circularized template and 1.6 U of
rTth DNA polymerase XL (Applied Biosystems) and ultrapure
water (Milli-Q). The target DNA sequence was amplified using
the following program: 94°C for 10 min, then 35 cycles 94°C
for 1min, 68°C for 5min and 72°C for 10min, and finally
72 °C for 10 min. PCR products were purified and sequenced
(using different combinations of primers (see Table 2) at the
Institute of Biotechnology (IBt) of the UNAM and mapped to the
reference genome to identify the position of the Tn5 insertions.
For the other approach genomic DNA of acid-sensitive mutants
was digested with EcoRI (cuts Tn5 sequence without damaging
the kanamycin resistance cassette) and then cloned into pUCI9.
After transformation we selected for kanamycin-resistant clones
containing the resistance cassette and flanking sequences from
the R. tropici genome. Plasmids were sequenced, and the
insertion sites were mapped in the reference genome.

RNA Isolation

R. tropici CIAT899 was pre-grown in TY medium, then cultured
in MM (control pH 6.8) (sample AR) or MAM (pH 4.5) (sample
BR) until an OD620 of 0.6-0.7. For acid shock treatment
cells were cultured in MM medium to mid-log phase, then
washed with MAM and incubated another 45 min in MAM
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(pH 4.5) (sample CR). Cells were harvested by centrifugation
and the pellets were immediately frozen in liquid nitrogen.
Total RNA was prepared using the RNeasy mini kit (QIAGEN,
Hildesheim, Germany) with some modifications. Pellets were
resuspended in RLT buffer supplemented with lysozyme (20 mg
per mL; QIAGEN, Hildesheim, Germany) and containing
Zirconium Oxide Beads (0.5mm, Next Advance). Cells were
disrupted using the Bullet Blender Tissue Homogenizer (Next-
Advance) in impact-resistant 2mL tubes. Genomic DNA was
eliminated by digestion with RNase-free DNase (QIAGEN,
Hildesheim, Germany) for 20 min at room temperature. Final
RNA concentrations were determined using a NanoDrop
(Thermo Scientific). The typical OD260 to OD280 ratio of
RNA samples was approximately 2.0. The integrity of RNA
samples was verified using a TapeStation 2,200 instrument
(Agilent Technologies) and the RNA integrity number (RIN¢)
was determined. Three independent total RNA extractions
were obtained for each condition and each one was analyzed
separately.

RNA-Seq and Data Analysis

RNA-Seq libraries were prepared using the TruSeq RNA sample
Prep kit (Illumina) and sequenced (150 nt per read) by HiSeq
2500 instrument (Illumina) at the Beijing Genomics Institute
(BGI, China). For the analysis of RNA-Seq data, Bowtie2 was used
to align raw reads to the R. tropici CIAT 899 genome (Genbank
entry CP004015, CP004016, CP004017, and CP004018) and
samtools was used to obtain BAM files. Differentially expressed
genes (DEGs) were obtained via NOISeq 2.14.1 Bioconductor
package using local fit and betaPrior parameter set to False.
NOISeq implements differential expression analysis based on
the Negative Binomial distribution. A false discovery rate (FDR)
threshold of 0.95 was set for DEG calling. Sample clustering
and principal component analyses were performed upon variance
stabilizing transformation of expression data (NOISeq package).
Transcripts were called as differentially expressed when the FDR-
Log2FC adjusted p-values were below 0.05 and fold-changes over
2 (Tarazona et al., 2011, 2015).

n tropici Acid Stress Response

Functional Categorization of Genes

The Clusters of Orthologous Groups (COGs) database was used
to classify DEGsin R. tropici CIAT899 into functional categories
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/).

RESULTS

Insertional Mutagenesis of Rhizobium
tropici CIAT899 and Selection of

Acid-Sensitive Transposon Mutants

R. tropici CIAT899 has a 6.3 Mb genome in which some 6,280
protein-encoding genes are annotated. The aim was to saturate
the genome with transposon insertions or at least to come
close to saturation. An ordered library of 18,300 mutants was
constructed using Tn5-derived transposons (Simon et al., 1983).
For a small subset of mutants, we showed that each one presented
a single Tn5-insertion and that they presented different RFLPs,
indicating that the insertions were at different sites. Mutants were
replica-plated on TY medium from the 96-well plate glycerol
stock. After 3 days of growth, cells were replicated to minimal
acid medium (MAM) and to neutral minimal medium (MM)
to identify and select acid-sensitive mutants. Mutants were
grown for 5 days, selecting those that grew at neutral pH as
well as the wildtype but did not grow at acidic pH or that
showed a drastically reduced growth under the latter condition
(Figure 1). We grouped the mutants into two classes, those
unable to grow at acid pH (AS: acid-sensitive) and those that
presented only residual growth (MAS: mildly acid-sensitive). In
total, 26 mutants were identified that showed growth deficiency
under acid conditions, of these three are AS and 23 MAS at
pH 4.5. We succeeded in identifying 17 Tn5 insertions among
these (Table 3). Most mutants presented insertions sites in the
chromosome (14 mutants), except JG283 and JG9867, for which
the insertion site was located in the megaplasmid pC (locus
tag RTCIAT899_RS28660, polysaccharide biosynthesis protein).
Megaplasmid pC has the characteristics of a chromid (Harrison
et al, 2010), since it harbors essential genes involved in the
biosynthesis of vitamins like thiamine and cobalamine. For

PY medium

FIGURE 1 | Screening of the R. tropici CIAT839 transposon mutant library for acid-sensitive mutants. A set of 48 Tn5 mutants on complex TY medium, minimal
medium (MM) and minimal acid medium (MAM) after 5 days of incubation. The arow on the MAM plate indicates the position of an acid-sensitive strain (JG9587).

Minimal Acid Medium
pH6.8
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TABLE 3 | Description of the acid-sensitive mutants identified in the mutant library.
Mutant Locus tag Phenotype log2FC Gen product

AR vs. BR AR vs. CR
JG241 RTCIAT899_RS09205 MAS 0.082820403 0.358090297 Triose-phosphate isomerase
JG1042 RTCIAT899_RS09635 MAS 0.5662135533 0.019664157 Ribulose phosphate 3-epimerase.
JG4882 RTCIAT899_RS05920 MAS 1127623534 0.775841137 prolyl aminopeptidase
JG6187 RTCIAT899_RS18500 MAS 02711116 0.62190933 Acs acetyl-coenzyme A synthetase
JG5373 RTCIAT899_RS15005 MAS —0.19186143 0.374167234 Glutathione-dependent formaldehyde-activating GFA
JG283 RTCIAT899_RS28660 MAS —1.16368769 —0.27188271 Polysaccharide biosynthesis protein (pC)
JGO867
JG8656 RTCIAT899_RS13445 MAS —0.16662978 —0.35630822 Omithine lipid biosynthesis protein OlsC.
JGO587 RTCIAT899_RS14675 AS 0.033702161 —0.04398059 K+/H+ antiporter
JG163 RTCIAT899_RS14610 AS 0.810602571 0.312163145 Virulence factor family protein
JGo477 RTCIAT899_RS00995 MAS —0.07145354 —0.56570741 MarR family transcriptional regulator
JGB654 RTCIAT899_RS09190 MAS 0.048965121 0.482194227 Transcriptional regulator FtrA
JG2646 RTCIAT899_RS05450 AS 1.131753457 1.39942044 DNA-binding response regulator
JG1076 RTCIAT899_RS31680 MAS 0.060745221 —0.56595384 Hypothetical protein
JG4655
JGB057 RTCIAT899_RS18385 MAS 0.035556937 —0.30504672 Hypothetical protein (pA)
JG5634 RTCIAT899_RS20115 MAS 0.43645166 0.498978895 1S5/151182 family transposase

The site of transposon insertion, the phenotype and the predicted gene product are described for each mutant. For comparison, the expression data obtained by RNA-Seq for these
genes are presented. For example the transposon insertion in mutant JG2646 was localized to a gene encoding a DNA-binding response regulator and its expression was more than
2-fold induced in both cases (AR vs. BRand AR vs. CR). AR vs. BR = pH 6.8 vs. pH 4.5, AR vs. CR, pH 6.8 vs. acid shock for 45 min to pH 4.5, pA, pRIrCIAT899a; pC, pRirCIAT899c.

mutant JG6057 the transposon insertion site was located to
the plasmid pA (locus tag RTCIAT899_ RS18385, hypothetical
protein). This is the smallest plasmid of R. tropici CIAT899, it
is self-transmissible and includes various conjugation systems
genes (Figure2 and Table3). None of the insertions was
localized in the symbiotic plasmid (pSym or pB).

Transcriptomic Analysis Shows That Many
Genes Are Expressed Differentially in

Response to Acidic Conditions

The principal aim of this study was to identify novel genes
important during acid stress in R. tropici. The screening
of Tn5 mutants allowed us to identify genes that are
important under acid stress, but dispensable under neutral pH
conditions. Unfortunately, this approach would not allow for the
identification of genes that are important during acid stress, but
that are at the same time essential for growth at neutral pH.
We guessed that these genes should be either transcriptionally
induced or repressed during acid stress. R. tropici CIAT899 cells
were grown under control conditions (pH 6.8 adapted, sample
AR), in MAM at pH 4.5 (pH 4.5 adapted cells, sample BR), or
pre-grown at pH 6.8 until an OD 600nm of 0.6, washed and
then transferred to pH 4.5 for 45 min (acid-shocked, sample CR).
Three independent biological experiments were performed for
each condition and transcriptomes were analyzed by RNA-Seq.
Libraries were sequenced and between 6 and 11 million reads
were obtained under each condition. Before subsequent analysis,
a normalization process was carried out to eschew statistical
deviations due to differences in library sizes (Alexandre et al,,
2014). Differentially expressed genes in each condition were

identified using the statistical software R (Figure 3). 394 genes
were expressed differentially and most of these genes (353) were
located in the chromosome, but a few were located in plasmid A
(3), plasmid B (8), and plasmid C (30) (Figure 3A). RNA-seq data
were submitted to the Sequence Read Archive (SRA) database
with the accession number GSE108074.

When comparing the transcriptomes of cells grown at pH
6.8 to cells adapted to pH 4.5, we observed that 351 genes were
induced (chromosome: 288, pA: 3, pB: 2 and pC:58, respectively)
(Figure 4A). The large majority of these genes was located on
the chromosome and several others on plasmid C. Only very
few of the induced genes were on plasmids A and B. 32 genes
were repressed (chromosome: 17 and pC: 15) (Figures 3B,C, 4A).
However, when comparing the transcriptomes of cells grown at
pH 6.8 to the transcriptome of cells pre-grown at pH 6.8 and
then acid-shocked for 45 min, only 11 genes were up-regulated
(chromosome: 6, pB: 1 and pC: 4) and no gene was down-
regulated under these conditions (Figures 3D, 4).

Functional Analysis of Differentially

Expressed Genes

Genes that were differentially expressed (DEGs) were grouped
according to the COGs protein database (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/COG/) and were classified into four principal
categories: (1) processes and signaling, (2) information storage
and processing, (3) metabolism and (4) poorly characterized
(Figure 5). DEGs assigned to these principal categories were
further sub-grouped. When comparing the transcriptomes of
acid-adapted cells (sample BR) and control cells (sample AR),
of the 126 differently expressed genes grouped into the COG
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FIGURE 2| Location of transposon insertions (899::Tn5) in the R. tropici CIAT839 chromosome. Sites of transposon insertions are indicated by the red lines inside the
circles. Colors in the three largest rings represent chromosome {blue), the smallest plasmid pRICIAT899a (pA) (yellow), and megaplasmid pRtrCIATE99¢ (pC) (green).

category metabolism, 35 DEGs were assigned to amino acid
transport and metabolism (E), 26 DEGs to inorganic ion
transport and metabolism (P), 17 DEGs to energy production
and conversion (C) and to coenzyme transport and metabolism
(H), 15 DEGs to carbohydrate transport and metabolism (G), 7
DEGs to lipid transport and metabolism (I), 6 DEGs to nucleotide
transport and metabolism (F) and finally 3 DEGs were assigned to
the sub-category secondary metabolites biosynthesis, transport,
and catabolism (Q). Another principal category that is also over-
represented is information storage and processing (99 DEGs).
Of these DEGs, 79 DEGs were grouped to the sub-categories
translation, ribosome structure and biogenesis (J), 16 DEGs to
transcription (K) and 4 DEGs to replication, recombination and
repair (L). The third principal category is cellular processes and
signaling with 55 DEGs. Of these, 19 DEGs were assigned to post-
translational modification, protein turnover, and chaperones
(O), 15 DEGs to cell wall/membrane/envelope biogenesis (M),
8 DEGs to intracellular trafficking, secretion, and vesicular
transport (U), 6 DEGs to defense mechanisms (V), 5 DEGs to
signal transduction mechanism (T) and 2 DEG to cell cycle
control, cell division, chromosome partitioning (D). Finally, a few
DEGs are poorly characterized and cannot be classified within
the other principal categories. This includes General functional

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

prediction only (R, 12 DEGs) and Function unknown (S, 14
DEGs) (Figure 5A). When we analyzed the DEGs that were
repressed comparing the transcriptomes of acid-adapted cells
and control cells, 8 DEGs were grouped in amino acid transport
and metabolism (E), and 3 DEGs in carbohydrate transport and
metabolism (G). To a few other subcategories, one DEG each
was assigned (M, T, D, J, P, C, E, and S). When comparing the
transcriptomes of acid-shocked cells and control cells, we found
only 11 DEGs, with 6 DEGs grouped into the principal category
metabolism and one DEG grouped into the principal category
information storage and processing (Figure 5C). In total, 62
DEGs could not be classified in COGs (for all conditions).

DISCUSSION

The effects of acid stress have been characterized best in
Enterobacteriaceae that can be exposed to extreme changes
in extracellular pH as they pass through the inhospitable
environment of the stomach into the lower digestive tract (Foster,
2004; Lund et al,, 2014). Rhizobia show significant variability
in their ability to grow under different low pH conditions, and
within this family R. tropici CIAT899 is among the most tolerant
strains (Martinez-Romero et al., 1991; Graham et al., 1994). The
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FIGURE 3 | Distribution of differentially expressed genes (DEGs). Location of differentially expressed genes within the multipartite genome of R. tropici CIAT899. Total
DEG (A), up-regulated genes at pH 6.8 vs. pH 4.5 (B), down-regulated genes at pH 6.8 vs. pH 4.5 (C) up-regulated genes at pH 6.8 vs. pH 4.5/acid shock (D). Ch,
chromosome; pA, pRtrCIAT899a; pB, pRirCIAT898b; pC, pRirCIAT839c.

1008

CEETE

UP-regulated genes 351 UP-regulated genes 11

DOWN-regulated genes 32 DOWN:-regulated genes 0

FIGURE 4 | Summary plot of the expression values for both comparisons. Each dot comesponds to an expressed gene, differentially expressed genes are highlighted
inred. (A) DEG pHB6.8 (AR), vs. pH 4.5 (BR) and (B) DEG pH6.8 {AR) vs. 45 min acid shock at pH 4.5 (CR).

capacity to grow and persist under environmental changes is  insertional mutants was screened to identify mutants growing
essential for survival in the rhizosphere and within the nodules  as the wildtype at neutral pH, but that did not grow or that
of leguminous plants. A Tn5-based transposon library of 18,300  showed a drastically reduced growth under low pH conditions.
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This strategy aimed at identifying genes specifically required for
the acid stress response, but not for growth at neutral pH. We
isolated 26 Tn5 mutants that were unable to grow under acidic
conditions (see Table 3). For 17 of these we could identify the
transposon insertion sites, which could be located mainly to the
chromosome, but also to the plasmids pA and pC. None of the
selected mutants presented an insertion site in the symbiotic
plasmid pB (Figure 2).

Vinuesa et al. (2003) had made a similar screening, but on a
much smaller scale. One of the mutants identified in the earlier
study had an insertion in the sycA/olsC gene cluster (Vinuesa
etal.,, 2003; Rojas-Jiménez et al,, 2005). Interestingly, the mutant
JG8656 identified in the present study also had an insertion in
the gene olsC. This gene codes for the ornithine lipid (OLs)
hydroxylase OlsC, which is responsible for the 2-hydroxylation
of the secondary fatty acid in OLs. This hydroxylation has been
correlated to anincreased resistance of R. tropici to acid stress and
high temperatures (Vences-Guzman et al.,, 2011). One hypothesis
is that the presence of the additional hydroxyl group allows the
formation of hydrogen bonds between lipid head groups, thereby
making the membrane less fluid and less permeable to protons
(Nikaido, 2003; Rojas-Jiménez et al., 2005; Vences-Guzmadn et al.,
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2011; Sohlenkamp and Geiger, 2016). Another gene found by
Vinuesa et al. was IpiA (low pH inducible) encoding a putative
lysyl-phosphatidylglycerol (LPG) synthase, implicated in LPG
biosynthesis. LPG is a membrane lipid whose presence confers
resistance to various cationic peptides to S. aureus (Peschel
et al,, 2001). The IpiA gene is found in an operon with atvA
(acid tolerance and virulence), which is an orthologue of acvB
from A. tumefaciens. Interestingly, in our study we found a
mutant (JG163) affected in atvA, which is consistent with the
results obtained by Vinuesa and co-workers (Vinuesa et al,
2003). Furthermore, three mutants were affected in a gene whose
product is a hypothetical protein (JG1076, JG4655 and JG6057),
in this case two of them have an insertion in the same ORF
(JG1076, JG4655). Interestingly, two more mutants (JG283 and
JG9867) also presented transposon insertions in an identical
ORE. This could be indicating that the transposon mutagenesis
is close to saturation.

Mutant JG241 presents an insertion in a gene encoding a
putative triose phosphate isomerase enzyme (tpiAl). It has
been reported that H. pylori, in addition to the genes involved
in urea hydrolysis, induces genes at pH 5.5 that are related
to carbohydrate metabolism (including the fpiA gene). An
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explanation suggested was that the cell’s energy requirement
is increased under this condition (Ang et al, 2001; Wen
et al., 2003; Zanotti and Cendron, 2010). Besides, we found
other mutants with insertions in genes related to anabolic and
energy generation process like ribulose phosphate 3-epimerase
(locus tag RTCIAT899_RS09635), prolyl aminopeptidase
(RTCIAT899_RS05920) and acetyl-coenzyme A synthetase (Acs)
(RTCIAT899_RS18500). Another mutant (JG283) presented
an insertion in a gene encoding a polysaccharide biosynthesis
protein. Polysaccharide and exopolysaccharide biosynthesis has
been reported to help counteract high proton concentrations
by preventing protons from passing into the cell (Aarons and
Graham, 1991; Graham et al, 1994; Reeve et al, 1997, 1998;
Hellweg et al., 2009). Mutant JG9587 has a Tn5 insertion in an
ORF encoding a putative antiporter protein, whose function
could be to expel protons toward the periplasm under acid
stress conditions. In E. coli the Na™/H" antiporter (NhaA)
helps to maintain Na™ and H* homeostasis and several reports
indicate that NhaA activity is increased at high or neutral pH
(Padan et al., 2004; Padan, 2008). In contrast, H. pylori has a
Na*/H™ antiporter whose activity is high at acidic and neutral
pH, indicating that H. pylori employs this antiporter under acidic
conditions (Inoue et al., 1999).

In some bacteria an increase of the extracellular proton
concentration is sensed through two-component systems
(Lund et al, 2014), examples being the PhoPQ system from
S. typhimurium which is induced in acidic conditions (Prost
et al,, 2007) and the ArsRS system from H. pylori, which senses
increased proton concentrations and responds by regulating
genes of biosynthesis and metabolism of the urease system
(Pflock et al, 2006). Mutant JG2646 presented a transposon
insertion in a gene encoding a response regulator. This gene
is found in an operon with a gene encoding a histidine kinase,
and so this two-component system may be sensing the external
pH and may be responsible for the activation of a subset of
genes under this condition. Two more mutants had transposon
insertions in genes encoding transcription factors (JG9477
and JG8654). These genes code for proteins with homology
to MarR and FtrA (locus tag RTCIAT899_ RS00995 and
RTCIAT899_RS009190), respectively. MarR presents similarity
to the transcriptional regulator Rv1404 from Mycobacterium
tuberculosis, which regulates the transcription of the genes
rv1403c and rv1405¢ encoding putative S-adenosyl methionine
(SAM)-dependent methyltransferases. This activation under acid
stress conditions (pH 5.5) also requires phoP (Healy et al., 2016).
In the case of FtrA, there are no reports about its role acid stress
conditions.

In mutant JG5373 the transposon insertion is probably
affecting a gene whose product might be involved in catalyzing
the condensation of formaldehyde and glutathione to S-
hydroxymethylglutathion (gshA). In the genomic context of
R. tropici CIAT899, a glutamate synthase (possibly gshB) is
located downstream of gshA. Ricillo et al. reported that a mutant
affected in a gene involved in the biosynthesis of tripeptide
glutathione (gshB) in R. tropici was affected in growth under
acidic conditions (Riccillo et al., 2000). It is possible that the
transposon insertion in the mutant JG5373 creates a polar effect

Rhizobium tropici Acid Stress Response

affecting glutathione biosynthesis and causing susceptibility to
acid stress. Most often an polar effect occurs when the transposon
is inserted into the first ORFs of an operon affecting the
expression of the downstream genes of the same operon (Zipser,
1969). In our study, we identified three mutants (JG4882, G163
and JG2646), whose Tn5 insertion occurred in putative operon,
however, only the mutant JG2646 has the insertion in the
first gene (Supplementary Figure S1) of the operon. The latter
transposon insertion can be expected to cause a polar effect
on the expression of the downstream genes. This hypothesis
was verified by a complementation assay of mutant JG2646: the
gene encoding for the response regulator alone was not able
to complement the mutant phenotype when provided in trans
whereas the complete operon (including the histidine kinase
(HK), locus tag RT899_RS05455) complemented the mutant
phenotype when provided in trans.

The results obtained by our library screening indicate that
outside of certain conserved components of the acid stress
response, such as response regulators or antiporters, the genes
necessary for an acid stress response vary from species to species.
To study the acid stress response from another angle we used
RNA-seq to analyze the transcriptomes of R. tropici CIAT899
cells grown at neutral pH (6.8, control condition), of cells grown
at pH 4.5 (acid-adapted cells), and of cells pre-grown at pH 6.8
and then acid-shocked for 45min at pH 4.5. We chose such a
short time (45 min) for the acid shock because we were interested
in the very first transcriptional responses. Earlier transcriptome
studies in S. meliloti 1021 applied a pH shift from pH 7.0 to pH
5.75 (the lowest pH at which S. meliloti grows) for varying times
(from 3 to 63 min), observing the maximum induction between
33 and 63 min (Hellweg et al.,, 2009). Our RNA-seq results exhibit
that gene expression of R. tropici CIAT899 was broadly changed
by the acid stress. Hundreds of genes (351 up-regulated and
32 down-regulated in acidic conditions and 11 up-regulated
in acid shock) were significantly up- or down-regulated under
acidic conditions (Table4 and Supplementary Table S1).
These differently expressed genes (DEGs) can be functionally
grouped according to the predicted functions of the encoded
proteins. We identified several genes associated with metal
transport (like RTCIAT899 RS04615, RTCIAT899_RS04620,
RTCIAT899_RS04610, RTCIAT899_RS17535,
RTCIAT899_RS10385, or RTCIAT899_RS14255). It is known
that in tropical acid soils high concentrations of metals like
Zn*t, Co*t, Cd**, Ni?t, and often, Mn2t, Fe?t, Cu?t
and mercury ions are very common. Therefore, these metal
transporters could be contributing to the efflux of these
metals to avoid the toxic effects of metal ions (Montanini
et al,, 2007) when the cells encounter high proton and metal
concentrations. ABC transporters transport solutes across the
membrane utilizing the energy of ATP hydrolysis and they
have been over-expressed after acid shock in other bacteria,
including S. aureus (Bore et al, 2007). In our study, several
of the identified DEGs encoded ABC transporters that were
significantly over-expressed under acid stress (Jia et al., 2017)
(Figure5 and Supplementary Table S1). Furthermore, we
identified a few putative transcription factors that might be
implicated in the regulation of efflux pumps under acid stress
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TABLE 4 | List of differentially expressed genes showing the strongest induction or repression.

Locus tag Location Log2FC

coG Function

RTCIAT899_RS04615 Chromosome 5.7363999
RTCIATBI9_RS04620 Chromosome 5.5273566
RTCIATB99_RS26115 pRrCIAT899¢ 5.2777315
RTCIAT899_RS27660 pRirCIAT899¢ 5.1789806
RTCIAT899_RS10390 Chromosome 5.1308622
RTCIAT899_RS07330 Chromosome 5.1206373
RTCIATB99_RS07325 Chromosome 5.0474634
RTCIAT899_RS28825 pRtrCIAT899¢c 4.8717347
RTCIATB99_RS13555 Chromosome 4.7818776
RTCIAT899_RS01890 Chromosome 4.7545879
RTCIAT899_RS13560 Chromosome 4.7083112
RTCIATBI9_RS07335 Chromosome 4.6010438
RTCIAT899_RS28820 pRirCIAT899¢c 4464704
RTCIAT899_RS29995 pRtrCIAT899¢ 4.3322649
RTCIAT899_RS12735 Chromosome 4.3314229
RTCIAT899_RS10890 Chromosome 4.252498
RTCIATB99_RS04610 Chromosome 4.1803897
RTCIATB99_RS23310 Chromosome 4173639
RTCIAT899_RS16580 Chromosome 2.2041402
RTCIAT899_RS16685 1.8911647

Chromosome

Chromosome

RTCIATB99_RS11180 —0.7724538
RTCIATBI9_RS25455 pRrCIAT899¢ —1.0066353
RTCIAT899_RS15135 Chromosome —1.0153571
RTCIAT899_RS02985 Chromosome —1.2719958
RTCIAT899_RS15110 Chromosome —1.7130873
RTCIATB99_RS13620 Chromosome —2.014387
RTCIAT899_RS01510 Chromosome —2.4492838
RTCIAT899_RS28315 pRirCIAT899¢ —2.5649069
RTCIATB99_RS28150 PRtrCIAT899¢ —2.594403

pPRrCIAT899¢ —2.6742957

RTCIAT899_RS25690

RTCIAT899_RS24705

pRtrCIAT899¢ 5.280397
RTCIAT899_RS10390 Chromosome 5.225411
RTCIAT899_RS24685 pRtrCIAT899¢ 4.829516
RTCIAT899_RS28825 pRtrCIAT899¢ 4419892
RTCIATB99_RS02060 Chromosome 3.059133
RTCIAT899_RS10890 Chromosome 2250506
RTCIAT899_RS16685 Chromosome 1.982522

MnvZn ABC transporter permease

P

P MnvZn ABC transporter ATP-binding protein

P Potassium-transporting ATPase subunit A

Q L-lysine 6-monooxygenase (Lysine 6-N-hydroxylase)(Lysine
N(6)-hydroxylase) (Lysine-N-oxygenase)

P Zinc ABC transporter substrate-binding protein

J 308 ribosomal protein S7

J 30S ribosomal protein S12

KT Phage shock protein A, PspA

P HmuS-like siderophore transporter

S Metallopeptidase

P Hemin ABC transporter substrate-binding protein

J Elongation factor G

S Hypothetical protein

KG DeoR family transcriptional regulator

E 2-isopropylmalate synthase

EH Acetolact ynthase 3 large

P Mn/Zn ABC transporter substrate-binding protein
Hypothetical protein

C FOF1 ATP synthase subunit epsilon

[+ Dihydrolipoamide succinyltransferase

Cell division protein FtsZ

Oxidoreductase alpha (molybdopterin) subunit
Maltodextrin phosphorylase

Glutamine synthetase 2

Transglutaminase

Zn-dependent hydrolase

Sugar ABC transporter substrate-binding protein
Hybrid sensor histidine kinase/response regulator
Amino acid ABC transporter substrate-binding protein
Amidase

O -0 monmaedO o

P Nitrate ABC transporter, permease protein

P Zinc ABC transporter substrate-binding protein
(o] Nitrate reductase

T Phage shock protein A, PspA

P Chaline-sulfatase

H Acetolactat: th 3 large subunit

[+ Dihydrolipoamide succinyltransferase

Genes differentially expressed in both condiitions are highlighted in boldface. DEGs were those with a p-value in hypergeometrical test inferior to 0.15.

(like DeoR, RTCIAT899_RS29995; TetR, RTCIAT899_RS10760,
RTCIAT899_RS28830, or YebC/PmpR, RTCIAT899_RS14585).
The TetR family of transcriptional regulators has been reported
to be involved in the regulation of efflux pumps (Perrone et al,
2017) and drug efflux in mycobacteria (Betts et al., 2003; Wei
et al, 2014). Among the DEGs that were up-regulated were
also the hyc genes encoding hydrogenases proteins. In E. coli
and Salmonella these hydrogenases can reduce acid stress by

proton consumption and H production. In this study, 10
genes encoding hydrogenases were over-expressed and the
transcriptional induction of hydrogenase genes observed in
this study is probably involved in the acid stress response,
indicating that R. tropici uses this mechanism to resist high
proton concentrations (Supplementary Table S1; Hayes et al.,
2006; Zbell and Maier, 2009; Noguchi et al.,, 2010; Jia et al,
2017). FoFy synthase normally catalyzes the synthesis of ATP
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TABLE 5 | Expression of genes whose orthologues are reported to be involved in acid stress response in other bacteria.

Gene Locus tag log2FC Product
AB AC
IpiA RTCIATB99_RS14615 0.72083386 0.17611909 Low pH inducible protein
atvA RTCIATB9_RS14610 0.81060257 0.31216314 Acid tolerance and virulence protein
oisC RTCIATB99_RS13445 —0.16662978 —0.35630822 Omithine lipid biosynthesis protein OlsC
eptA RTCIATBI9_RS13365 0.45261766 —0.28158652 Phosphoethanolamine transferase
cfal RTCIATB99_RS04265 052083757 —0.09048503 Class | SAM-dependent methyltransferase
cfa2 RTCIAT899_RS17235 0.03053786 —0.92576353 Class | SAM-dependent methyitransferase
cfa3 RTCIAT899_RS24775 —0.7897075 —0.08312349 Class | SAM-dependent methyltransferase
cfa4 RTCIAT899_RS18940 067863217 0.54558424 SAM-dependent methyltransferase
cfa5 RTCIAT899_RS18960 0.18275374 0.45288988 SAM-dependent methyltransferase
Exo RTCIAT899_RS06570 —1.33771965 —0.11074631 EPS transporter family
exoX RTCIAT899_RS29115 0.10549587 0.69617043 EPS production repressor protein ExoX
Exo RTCIAT899_RS29675 0.33066767 0.12072731 EPS synthesis protein
Exo RTCIATB99_RS24840 —1.07127212 —0.35927437 Putative EPS biosynthesis protein
exoZ RTCIATB99_RS07595 —0.09169763 0.17806745 EPS production protein exaz
Exo RTCIAT899_RS10240 0.06877117 —0.05075594 EPS biosynthesis protein
exoQ RTCIATB99_RS29130 —0.87644662 —0.0960589% EPS polymerase ExoQ
Exo RTCIATB99_RS27545 —0.72836468 0.54432119 EPS polymerization protein
Exo RTCIATB99_RS24315 —0.11007681 —0.08717239 EPS biosynthesis protein
Exo RTCIATB99_RS24280 —0.29950943 —0.15973563 EPS biosynthesis protein
trkD RTCIAT899_RS04106 0.2878656 —0.04007632 Potassium transporter Kup
gshB RTCIAT899_RS01980 1.00662168 0.28622761 Glutathione synthase
kefB/kefC ~ RTCIATB99_RS04005 —0.13325459 0.09956478 System protein KefB/KefC
Ce RTCIAT899_RS10520 —0.01091242 0.05697754 Chioride channel protein
Cle RTCIAT899_RS04900 —0.00017649 —0.31726611 CIC-type chloride channel
Cle RTCIAT899_RS14650 002874732 —0.2712195 CIC-type chioride channel
sycA RTCIAT899_RS13450 0.00631424 —0.32276777 CIC-type chloride channel
dnakK RTCIAT899_RS00760 1.83544366 0.34592161 Molecular chaperone DnaK
grol RTCIAT899_RS03935 061461457 —0.3681504 Molecular chaperone GroEL
goS RTCIAT899_RS03940 09051802 —0.26609308 Molecular chaperone GroES
ureC RTCIATB99_RS13685 —0.75813131 —0.1082779 Urease subunit alpha
ureE RTCIAT899_RS13675 —0.90771714 0.23427801 Urease accessory protein UreE
ureF RTCIAT899_RS13670 —0.71555469 —0.03317185 Urease accessory protein UreF
ure RTCIAT899_RS13700 —1.08377163 —0.10253492 Urease subunit beta
ure RTCIATB99_RS13715  —1.18510604 0.08358709 Urease accessory protein
ure RTCIAT899_RS13710  —0.99533936 —0.03468376 Urease subunit gamma
ureG RTCIATB99_RS13665 —2.47268777 0.08669492 Urease accessory protein UreG
ure RTCIATB99_RS13690 —0.77758167 0.04132216 Urease accessory protein
ure RTCIATB99_RS137056 —0.92906417 —0.10094011 Hypothetical protein
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from ADP using the energy derived from an electrochemical
proton gradient. Under acid stress conditions, hydrolysis of
ATP may be used to expel protons from the cytoplasm. This
flow of protons through the Fy subunit could contribute to pH
homeostasis and therefore contributed to acid stress response
like in E. coli or Corynebacterium glutamicum (Diez et al,
2004; Barriuso-Iglesias et al,, 2013). In our study we identify
two gene clusters encoding several subunits of FoF; ATPase
encompassing nine genes involved in the assembly of the two
units of ATPase (Fo and Fy), which are up-regulated more than 4

times at pH 4.5 compared to pH 6.8. Sigma factors are subunits
of the bacterial RNA polymerase (RNAP) playing important
roles in transcription initiation, especially during promoter
recognition. Specific sigma factors have functions during the
differential expression of genes during abiotic stress, during
development or during specific growth phases (Paget, 2015). The
sigma factor E (SigE) in M. tuberculosis is up-regulated during
acid stress response, and Bansal et al. (2017) demonstrated
that PhoP interacts with acid-inducible extra-cytoplasmic SigE
to regulate a complex transcriptional of genes. In this study,
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FIGURE 6 | Growth of Rhizobium tropici CIAT 899 in minimal medium
adjusted to different pH values. Wild type was grown either in MM (pH 6.8,
blue) or MAM (pH 4.5, red). Cultures were grown at 30°C in a gyratory shaker.
Growth was observed by measuring the OD 620 and the generation time was
calculated (2.2h at pH 6.8 and 1.9h at pH 4.5). Mean values for triplicate
replicates are shown for each condition + standard deviation (bars).

we observed that three sigma factors (RTCIAT899_RS15835,
RTCIAT899 _RS13855, and RT'CIAT899_RS12250) were induced
during the acid stress response. These sigma factors are possibly
responsible for regulating other genes important for growth
under acid conditions. In addition, forty hypothetical proteins
were differentially expressed in acidic conditions (see Table 4
and Supplementary Table S1). Further studies are required to
explore the functions of these proteins under acid stress. We
also specifically looked at the transcriptome data of orthologues
of genes that had been reported to contribute to the acid stress
response in other bacteria. For example, the gene glutathione
synthase (RTCIAT899_RS01980) and the molecular chaperone
DnaK (RTCIAT899_RS00760), have a log;FC of 1 and 1.8
respectively. Genes such as IpiA (RTCIAT899_RS14615) and
atvA (RTCIAT899_RS14610) also have a similar log,FC, and
most of the orthologues of genes involved in the acid response
in other bacteria have very low logFC values or are even
repressed (Table 5). To our surprise only a very small number
of genes was induced in response to 45min of acid shock. We
had designed our experiment based on the article published
by Hellweg et al. (2009). Maybe the transcription induction
responding to acid stress is slower in R. tropici, but there is
also the possibility that pH 4.5 is not sufficiently stressful for
the bacteria to induce a major short-term response (Figure 6).
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parD pip 99_RS05930 RT899_RS05940
899_RS18495 RT899 _RS18505 RT899_RS18515
JG6187
RT899_RS5184 acs RT899_RS18510
RT899_RS15 ItD
JG5373
RT899_RS14995 RT899_RS1500! RT899_RS515015

RT899_RS28655 RT899_RS28665
o283 —-|—v:}d——
169867 RT899_RS528650 RT899_RS28660 RT899_RS28670
RT899_RS513440 RT899_RS13450
JG8656
RTB99_RS13435 RT899_RS13445 RT899_RS13455

gap pgk
1G9587
tkt RT899_RS514675 RT899_RS14685
99_RS14605 IpiA RT899_RS14625
JG163
RT899_RS31955 atvA RT899_RS14620

RT899_RS00990, RT899_RS501000 RT899_RS01010
1G9477
T899_RS00985 RT899_RS00995 phnN
RT899_RS09185 RT899_R509195
JG8654
RT899_RS09180 RT899_RS09190

RT899_RS09200

RT899_RS05435 RT899_RS05445 RT899_RS(3455 RT899_RS05465
JG2646
RT899_Rs05440 RT899_RS05450 RT899_RS05460

RT899_RS18240 v RT899_RS$18255
1G1076
1G4655 RT899_R518235 RT899_R531680 RT899_RS18260
RT899_RS1837 RT899_R518380 bfr RT899_RS18400
JG6057
RT899_RS18375 RT899_RS18385 RT899 RS32005 RT899_R518405

ItrA RT899_RS32220
JG5634
RT899_R520105 RT899_RS520115 RT899_RS20130

Supplementary Table S1



AR _vs_BR_UP

Locus tag

RTCIAT899_RS13535
RTCIAT899 RS13545
RTCIAT899 RS04615
RTCIAT899_RS13530
RTCIAT899 RS04620
RTCIAT899 RS26115

RTCIAT899_RS27660
RTCIAT899_RS10390
RTCIAT899_RS07330
RTCIAT899_RS07325
RTCIAT899_RS28825
RTCIAT899_RS13555
RTCIAT899_RS01890
RTCIAT899_RS13560
RTCIAT899_RS13540
RTCIAT899_RS07335
RTCIAT899_RS28820
RTCIAT899_RS29995
RTCIAT899_RS12735
RTCIAT899_RS10890
RTCIAT899_RS04610
RTCIAT899_RS23310
RTCIAT899_RS11275
RTCIAT899_RS00960
RTCIAT899_RS06050
RTCIAT899_RS27650
RTCIAT899_RS13565
RTCIAT899_RS00345
RTCIAT899_RS10885
RTCIAT899_RS27640
RTCIAT899_RS06045
RTCIAT899_RS13550
RTCIAT899_RS31785
RTCIAT899_RS09765
RTCIAT899_RS11795
RTCIAT899_RS23320
RTCIAT899_RS23315
RTCIAT899_RS27645
RTCIAT899_RS24410

Location
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
pRtrCIAT899c

pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome
chromosome
pRtrCIAT899¢c
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
pRtrCIAT899c
pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome
chromosome
pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome
pRtrCIAT899c

Log2FC
6.1396304
5.803119
5.7363999
5.7172931
5.5273566
5.2777315

5.1789806

5.130862
5.1206373
5.0474634

4.871735
4.7818776
4.7545879
4.7083112
4.6320761
4.6010438

4.464704
4.3322649
4.3314229

4.252498
4.1803897

4.173639

4.051318
4.0405941
3.9495412
3.9379825
3.9355753
3.9293207
3.9041867
3.8937675

3.885223
3.8739124

3.836212
3.8284468
3.7619522
3.7495716
3.7472668
3.7336881
3.7124368

COG Function

jv)

KG

EH

I <« m m

hypothetical protein

hypothetical protein

Mn/Zn ABC transporter permease
hypothetical protein

Mn/Zn ABC transporter ATP-binding protein

potassium-transporting ATPase subunit A
L-lysine 6-monooxygenase (Lysine 6-N-hydroxylase)
(Lysine N(6)-hydroxylase) (Lysine-N-oxygenase)

zinc ABC transporter substrate-binding protein
30S ribosomal protein S7

30S ribosomal protein S12

phage shock protein A, PspA

HmuS-like siderophore transporter
metallopeptidase

hemin ABC transporter substrate-binding protein
membrane protein

elongation factor G

hypothetical protein

DeoR family transcriptional regulator
2-isopropylmalate synthase

acetolactate synthase 3 large subunit

Mn/Zn ABC transporter substrate-binding protein
hypothetical protein

transglycosylase

Fe(3+) ABC transporter substrate-binding protein
30S ribosomal protein S6

N(6)-hydroxylysine O-acetyltransferase

iron ABC transporter

hypothetical protein

acetolactate synthase small subunit

methionine gamma-lyase

30S ribosomal protein S18

HmuP/HemP-like siderophore transporter
4'-phosphopantetheinyl transferase

30S ribosomal protein S4

hypothetical protein

cysteine synthase

lysine/ornithine decarboxylase

MATE family efflux transporter

hypothetical protein
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RTCIAT899_RS30000
RTCIAT899_RS26110
RTCIAT899_RS01655
RTCIAT899_RS15825
RTCIAT899_RS17535
RTCIAT899_RS01660
RTCIAT899_RS02195
RTCIAT899_RS00350
RTCIAT899_RS18300
RTCIAT899_RS13180
RTCIAT899_RS15830
RTCIAT899_RS26120
RTCIAT899_RS07950
RTCIAT899_RS07545
RTCIAT899_RS15835
RTCIAT899_RS16845
RTCIAT899_RS02035
RTCIAT899_RS00565
RTCIAT899_RS01235
RTCIAT899_RS29985
RTCIAT899_RS27655
RTCIAT899_RS18295
RTCIAT899_RS25550
RTCIAT899_RS25260
RTCIAT899_RS17735
RTCIAT899_RS06040
RTCIAT899_RS25555
RTCIAT899_RS00500

RTCIAT899_RS24100
RTCIAT899_RS07555
RTCIAT899_RS00340
RTCIAT899_RS27585

RTCIAT899_RS12545
RTCIAT899_RS27470
RTCIAT899_RS11790
RTCIAT899_RS29990

RTCIAT899_RS23115
RTCIAT899_RS23355
RTCIAT899_RS16595
RTCIAT899_RS06335
RTCIAT899_RS16335

pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
pRtrCIAT899c
chromosome
pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome
pRtrCIAT899c
pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome
pRtrCIAT899c
chromosome

pRtrCIAT899c
pRtrCIAT899c
chromosome

pRtrCIAT899c

chromosome
pRtrCIAT899c
chromosome
pRtrCIAT899c

pRtrCIAT899c
pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome
chromosome

3.6507004
3.6461274
3.5480082
3.5448501
3.5315207
3.5085462
3.4907971
3.4835991
3.4499746
3.4401751
3.4372878
3.4295027
3.4166984
3.4166956
3.3848553
3.3752296
3.3388315
3.3176461
3.2954781
3.2908508
3.2653622
3.2555299
3.2471269
3.2373301

3.233225
3.2177536
3.2123405
3.1968575

3.1669121
3.1581008
3.1500827
3.1248803

3.1038168
3.0900349
3.0900293
3.0623432

3.0500597
3.0446525
3.0391451
3.0262957
3.0122672

o o Yoy e

O U X

« o 4 x

MV

hypothetical protein

ATPase

50S ribosomal protein L35

integral membrane protein

divalent metal cation transporter

50S ribosomal protein L20

30S ribosomal protein S20

hypothetical protein

acetyltransferase

ATP-dependent RNA helicase

hypothetical protein

K+-transporting ATPase B subunit

trigger factor

hypothetical protein

RNA polymerase sigma factor
GTP-binding protein

peptide chain release factor 3
polyribonucleotide nucleotidyltransferase
FAD-dependent oxidoreductase

sugar ABC transporter ATP-binding protein
vicibactin biosynthesis non-ribosomal peptide synthase
acetyltransferase

glycine oxidase ThiO

NADPH-dependent ferric siderophore reductase
elongation factor P

membrane protein
phosphomethylpyrimidine synthase ThiC

tRNA-Ala
resistance nodulation cell division (RND)
drug efflux pump, MFP component

hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein
50S ribosomal protein L25/general stress
protein Ctc

6-pyruvoyl tetrahydrobiopterin synthase
nitrate/nitrite/cyanate ABC transporter permease

estradiol 17-beta-dehydrogenase 8
polar amino acid ABC transporter substrate-
binding protein

energy transducer TonB
ATP synthase subunit alpha
aspartate--tRNA ligase
hypothetical protein
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RTCIAT899_RS14715
RTCIAT899_RS00605
RTCIAT899_RS07410
RTCIAT899_RS17825

RTCIAT899_RS24105
RTCIAT899_RS15450
RTCIAT899_RS07405
RTCIAT899_RS04850

RTCIAT899_RS27590
RTCIAT899_RS06205
RTCIAT899_RS01900
RTCIAT899_RS16330
RTCIAT899_RS27580
RTCIAT899_RS04820
RTCIAT899_RS04125
RTCIAT899_RS17215
RTCIAT899_RS18455
RTCIAT899_RS29980
RTCIAT899_RS01885
RTCIAT899_RS02590
RTCIAT899_RS07415
RTCIAT899_RS16590
RTCIAT899_RS07340
RTCIAT899_RS08405
RTCIAT899_RS15310
RTCIAT899_RS07470
RTCIAT899_RS07400
RTCIAT899_RS17380
RTCIAT899_RS28815
RTCIAT899_RS17070
RTCIAT899_RS00335
RTCIAT899_RS03975
RTCIAT899_RS24415
RTCIAT899_RS07425
RTCIAT899_RS12800
RTCIAT899_RS16600
RTCIAT899_RS02585
RTCIAT899_RS23175
RTCIAT899_RS15445
RTCIAT899_RS17890
RTCIAT899_RS07420

chromosome
chromosome
chromosome

chromosome

pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome

chromosome

pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome
chromosome
pRtrCIAT899c
pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome
chromosome
pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
pRtrCIAT899c
chromosome
pRtrCIAT899c
chromosome
pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome
chromosome

2.9917877
2.9846135
2.9839571

2.982798

2.9809653
2.9716359
2.9614218
2.9361822

2.9323864
2.9275208
2.9268377
2.9063116
2.9057882
2.8956169
2.8735192
2.8627056
2.8596479
2.8584971
2.8426042
2.8420867
2.8394343
2.8393532
2.8380096
2.8300603

2.820207

2.820189
2.8174668
2.8135422
2.8053947
2.7998971
2.7910115
2.7822129
2.7791936
2.7787169
2.7686426

2.759064
2.7579549
2.7537559
2.7407877
2.7299959
2.7257638

T & X @

m <« <

O« To
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‘—'G)'U‘—'X;U‘—"—'O‘—"—';UG)I_(PI

[

50S ribosomal protein L31
transcription termination protein NusA
50S ribosomal protein L5

thiamine transporter substrate binding subunit
resistance nodulation cell division (RND)
drug efflux pump, MFP component

hemolysin D
50S ribosomal protein L24

3-deoxy-7-phosphoheptulonate synthase
erythritol ABC transporter ATP-binding
protein EryE

nucleoside-diphosphate kinase
hypothetical protein

50S ribosomal protein L28
carbohydrate kinase

tRNA-Pro

FOF1 ATP synthase subunit A
tRNA-Gly

3-isopropylmalate dehydrogenase
carbohydrate kinase

hypothetical protein

50S ribosomal protein L34

30S ribosomal protein S14

FOF1 ATP synthase subunit gamma
elongation factor Tu

30S ribosomal protein S2
acetyltransferase

DNA-directed RNA polymerase subunit alpha
50S ribosomal protein L14

ABC transporter ATP-binding protein
AMP-dependent ligase

50S ribosomal protein L19
tRNA-Met

isoleucine--tRNA ligase

sulfite reductase

50S ribosomal protein L6
anthranilate synthase

ATP synthase F1, delta subunit
ribonuclease P protein component
hypothetical protein

MFS transporter

50S ribosomal protein L32

30S ribosomal protein S8
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RTCIAT899_RS07465
RTCIAT899_RS07345
RTCIAT899_RS25540
RTCIAT899_RS05945

RTCIAT899_RS10220
RTCIAT899_RS11785

RTCIAT899_RS29960
RTCIAT899_RS12575
RTCIAT899_RS11080

RTCIAT899_RS12620

RTCIAT899_RS10385
RTCIAT899_RS00600
RTCIAT899_RS06035
RTCIAT899_RS09555
RTCIAT899_RS16015
RTCIAT899_RS00355
RTCIAT899_RS01880
RTCIAT899_RS00585

RTCIAT899_RS25705
RTCIAT899_RS02980
RTCIAT899_RS07475
RTCIAT899_RS07290
RTCIAT899_RS16585
RTCIAT899_RS08410
RTCIAT899_RS00595

RTCIAT899_RS23235
RTCIAT899_RS14750
RTCIAT899_RS11145
RTCIAT899_RS10760
RTCIAT899_RS26415
RTCIAT899_RS29955
RTCIAT899_RS18495

RTCIAT899_RS24110
RTCIAT899_RS01665
RTCIAT899_RS02580
RTCIAT899_RS09255
RTCIAT899_RS07350
RTCIAT899_RS04135
RTCIAT899_RS25665

chromosome
chromosome

pRtrCIAT899c

chromosome

chromosome

chromosome

chromosome
chromosome

chromosome

chromosome

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

pRtrCIAT899c
pRtrCIAT899b

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

pRtrCIAT899c

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

pRtrCIAT899c

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

pRtrCIAT899c

2.7157447
2.7155621
2.7059576
2.6956239

2.6955639

2.6917233

2.6899523
2.6892664
2.6815212

2.6793921

2.6784633
2.6665177
2.6588151
2.6514898
2.6411167
2.6295776
2.6252867
2.6147447

2.6115128
2.6053018
2.6048363
2.5975089

2.58524
2.5820532
2.5705881

2.555114
2.5535273
2.5445927
2.5406095
2.5345836
2.5329445
2.5270165

2.5262699
2.5251188
2.5205125
2.5140914

2.502067
2.4993657

2.498855

I(_l

O “«“ n 2 m« « xmg1ov <

[N

G
JO

30S ribosomal protein S11
30S ribosomal protein S10
thiazole synthase

cysteine--tRNA ligase

aliphatic sulfonate ABC transporter
substrate-binding protein
nitrate/nitrite/cyanate ABC transporter
ATP-binding protein

putative sugar ABC transporter,
substrate-binding protein

GTP-binding protein YchF

pantoate--beta-alanine ligase

drug efflux ABC transporter
ATP-binding/permease

zinc ABC uptake transporter ZnuC-like
ATP-binding protein

hypothetical protein

50S ribosomal protein L9
tyrosine--tRNA ligase
aspartate kinase
hypothetical protein
hypothetical protein

ribosome-binding factor A
glyoxalase/bleomycin resistance
protein/dioxygenase

hypothetical protein
50S ribosomal protein L17
50S ribosomal protein L11
ATP synthase subunit beta
elongation factor Ts

translation initiation factor IF-2
polar amino acid ABC transporter
substrate-binding protein

inositol monophosphatase

GNAT family acetyltransferase
TetR family transcriptional regulator
hypothetical protein

oxidoreductase

hypothetical protein
resistance nodulation cell division (RND)

drug efflux pump, inner membrane component
phenylalanine--tRNA ligase subunit alpha

membrane protein insertase YidC
threonine--tRNA ligase

50S ribosomal protein L3

ATP synthase B' chain (Subunit II)

dihydrodipicolinate synthase family protein
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RTCIAT899_RS27575
RTCIAT899_RS19165
RTCIAT899_RS12305
RTCIAT899_RS06820
RTCIAT899_RS04140
RTCIAT899_RS07945
RTCIAT899_RS05570

RTCIAT899_RS18525
RTCIAT899_RS00850
RTCIAT899_RS07230
RTCIAT899_RS30805
RTCIAT899_RS07295
RTCIAT899_RS03580
RTCIAT899_RS10395
RTCIAT899_RS05720
RTCIAT899_RS00485

RTCIAT899_RS06655
RTCIAT899_RS31480
RTCIAT899_RS23110

RTCIAT899_RS10215
RTCIAT899_RS00495
RTCIAT899_RS07020
RTCIAT899_RS00610

RTCIAT899_RS16895
RTCIAT899_RS18305
RTCIAT899_RS27595
RTCIAT899_RS03720
RTCIAT899_RS18285
RTCIAT899_RS01240
RTCIAT899_RS28830
RTCIAT899_RS23105
RTCIAT899_RS18290
RTCIAT899_RS10210
RTCIAT899_RS00030

RTCIAT899_RS07930
RTCIAT899_RS15950
RTCIAT899_RS09760
RTCIAT899_RS07200

RTCIAT899_RS23100

pRtrCIAT899c
pRtrCIAT899a
chromosome
chromosome
chromosome
pRtrCIAT899c
chromosome

chromosome
chromosome
pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

chromosome

chromosome
chromosome
pRtrCIAT899c

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

chromosome
pRtrCIAT899c
pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome
chromosome
pRtrCIAT899c
pRtrCIAT899c
chromosome
chromosome
chromosome

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

pRtrCIAT899c

2.4971688
2.4752858
2.4678213
2.4576344
2.4476924
2.4334432

2.420291

2.4008067
2.3972588
2.3966959
2.3909053

—

2.3907757 J

2.3894775
2.385805
2.3801006
2.374026

2.366963
2.3631445
2.3586021

2.3572429
2.345278
2.3392253

PH

HR

2.3221478 J

2.3137725
2.3119988

2.309919
2.3092024
2.3034831
2.3001865
2.3000473

2.292089
2.2901708
2.2871885
2.2859812

2.275412
2.2603703
2.2581156
2.2532198

2.2412226

C U« mXXIG“ITO <

I s

m

aerobic glycerol-3-phosphate dehydrogenase
S15 family serine protease

MATE family efflux transporter

tRNA-Asp

ATP synthase B chain (Subunit I)

tRNA-Leu

family 2 glycosyl transferase

bifunctional phosphoribosylamino-
imidazolecarboxamide formyltransferase/inosine
monophosphate cyclohydrolase

ABC transporter ATP-binding protein
tRNA-Tyr

hypothetical protein

50S ribosomal protein L1
DEAD/DEAH box helicase
cobalamin synthesis protein

porin

cytidylate kinase
phosphate ABC transporter substrate-binding
protein PstS

siderophore ABC transporter ATP-binding protein

polar amino acid ABC transporter permease
alkanesulfonate monooxygenase, FMNH(2)-
dependent

TIGR02300 family protein
50S ribosomal protein L33

ribosome maturation factor
23S rRNA (adenine(2503)-C(2))-
methyltransferase RImN

hypothetical protein

sugar ABC transporter permease

IMP dehydrogenase

50S ribosomal protein L21

riboflavin biosynthesis protein

transcriptional regulator

polar amino acid ABC transporter permease
50S ribosomal protein L27

aliphatic sulfonate ABC transporter permease

protein-export chaperone SecB
methylenetetrahydrofolate--tRNA-(uracil(54)-C
(5))-methyltransferase (FADH(2)-oxidizing) TrmFO

methyltransferase type 11
glutaminase

peptide chain release factor 2
polar amino acid ABC transporter ATP-
binding protein
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RTCIAT899_RS31470
RTCIAT899_RS12340
RTCIAT899_RS17385
RTCIAT899_RS18590
RTCIAT899_RS16095
RTCIAT899_RS16580
RTCIAT899_RS15285
RTCIAT899_RS01670
RTCIAT899_RS13850
RTCIAT899_RS06825
RTCIAT899_RS03135
RTCIAT899_RS22015
RTCIAT899_RS14585
RTCIAT899_RS14415
RTCIAT899_RS12415
RTCIAT899_RS00175
RTCIAT899_RS15945
RTCIAT899_RS05530
RTCIAT899_RS07430
RTCIAT899_RS07355
RTCIAT899_RS08415
RTCIAT899_RS00570
RTCIAT899_RS09925
RTCIAT899_RS15210
RTCIAT899_RS26100
RTCIAT899_RS15315
RTCIAT899_RS01445
RTCIAT899_RS09200
RTCIAT899_RS15475
RTCIAT899_RS00780
RTCIAT899_RS18175
RTCIAT899_RS04130
RTCIAT899_RS10055
RTCIAT899_RS15035
RTCIAT899_RS01245
RTCIAT899_RS07905
RTCIAT899_RS12295
RTCIAT899_RS17040
RTCIAT899_RS16215
RTCIAT899_RS07435
RTCIAT899_RS12425

pRtrCIAT899c

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

chromosome

pRtrCIAT899c

chromosome

pRtrCIAT899b

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

pRtrCIAT899c

chromosome

pRtrCIAT899c

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

2.2397578
2.2379631
2.2368484
2.2138918
2.2112028
2.2041402
2.2039783
2.2030719
2.1862215
2.1773174
2.1514765
2.1460657
2.1416772
2.1393568

KJ
HR

2.1390284 E

2.1373671
2.1344864
2.1339307
2.1074843
2.1004222
2.0946017
2.0773355
2.0761729
2.0676742
2.0670169
2.0655297
2.0429904
2.0384086
2.0324887
1.9938638
1.9860007
1.9715071
1.9714247
1.9663119
1.9600102
1.9566153
1.9487373
1.9403373
1.9317384
1.9272511
1.9235761
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Siderophore ABC transporter substrate-
binding protein

carbamoyl phosphate synthase large subunit
NMT21/THI5-like protein

transcription termination factor Rho
preprotein translocase subunit SecA

FOF1 ATP synthase subunit epsilon
cobalamin synthesis protein
phenylalanine--tRNA ligase subunit beta
ribosomal large subunit pseudouridine synthase D
tRNA-Asp

protein translocase subunit SecDF
phosphatidylethanolamine N-methyltransferase
transcriptional regulator

phosphoglycerate dehydrogenase

aspartate aminotransferase A
adenosylhomocysteinase

putative hydrolase

magnesium transporter

50S ribosomal protein L18

50S ribosomal protein L4

UMP kinase

30S ribosomal protein S15

hypothetical protein

30S ribosomal protein S21

import inner membrane translocase subunit Tim44
Orn/DAP/Arg decarboxylase

hypothetical protein

preprotein translocase subunit SecG
glutamate--tRNA ligase

SH3 type 3 domain-containing protein
dTDP-glucose 4,6-dehydratase

hypothetical protein
3-deoxy-7-phosphoheptulonate synthase
heat-shock protein Hsp20

hypothetical protein

preprotein translocase YajC subunit
carbamoyl phosphate synthase small subunit
signal recognition particle protein
argininosuccinate lyase

30S ribosomal protein S5

DMT family permease
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RTCIAT899_RS23095

RTCIAT899_RS07285
RTCIAT899_RS02875
RTCIAT899_RS16685
RTCIAT899_RS03990
RTCIAT899_RS06625

RTCIAT899_RS19160
RTCIAT899_RS07460
RTCIAT899_RS07370
RTCIAT899_RS15480
RTCIAT899_RS00760
RTCIAT899_RS00260
RTCIAT899_RS04690
RTCIAT899_RS00480
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serine--tRNA ligase

murein transglycosylase

methionine adenosyltransferase
preprotein translocase subunit SecY
leucine--tRNA ligase

beta-ketoacyl-ACP synthase Il
nitrate/sulfite reductase

acetyl-CoA carboxylase subunit beta
aminodeoxychorismate lyase
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
beta-ketoacyl-ACP synthase Il
beta-ketoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase |
hypothetical protein

electron transfer flavoprotein subunit beta
O-linked GIcNAc transferase
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glucose-6-phosphate dehydrogenase
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substrate-binding protein
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protease modulator HflK
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peptidoglycan-binding protein
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transketolase
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Function

cell division protein FtsZ
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maltodextrin phosphorylase

glutamine synthetase 2
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase
choline ABC transporter substrate-binding protein
amino acid ABC transporter permease
transglutaminase
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Zn-dependent hydrolase
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hybrid sensor histidine kinase/response regulator
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amidase
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nitrate ABC transporter, permease protein
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coproporphyrinogen Il oxidase
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5.1 RESULTADOS ADICIONALES
5.1.1 Mutagénesis por transposoén

Como se menciona en la seccion de resultados, se aislaron 26 mutantes
sensibles a acidez de las cuales se logro identificar el sitio de insercién de 17. De
las 9 restantes que se incluyen en la tabla 6 en la seccion de materiales y

métodos, aln no se conoce el sitio de insercion.

Tabla 6. Mutantes por transposon no descritas en el articulo y mutantes
JG2646 y JG9587 complementadas. De estas mutantes no se conoce aun el

sitio de inserciones del Tn5 y las mutantes complementadas adn no estan

caracterizadas.
Cepa Particularidades Referencias
Mutante Tn5
JG462 Mutante Tn5 derivada de R. tropici CIAT 899, Nal-SpecR, Este trabajo
medianamente sensible a acidez.
JG712 Mutante Tn5 derivada de R. tropici CIAT 899, Nal-SpecR, Este trabajo
medianamente sensible a acidez.
JG1025 Mutante Tn5 derivada de R. tropici CIAT 899, Nal-SpecR, Este trabajo
medianamente sensible a acidez.
JG4874 Mutante Tn5 derivada de R. tropici CIAT 899, Nal-SpecR, Este trabajo
medianamente sensible a acidez.
JG6834 Mutante Tn5 derivada de R. tropici CIAT 899, Nal-SpecR, Este trabajo
medianamente sensible a acidez.
JG8947 Mutante Tn5 derivada de R. tropici CIAT 899, Nal-SpecR, Este trabajo
medianamente sensible a acidez.
JG9477 Mutante Tn5 derivada de R. tropici CIAT 899, Nal-SpecR, Este trabajo
medianamente sensible a acidez.
JG9809 Mutante Tn5 derivada de R. tropici CIAT 899, Nal-SpecR, Este trabajo
medianamente sensible a acidez.
JG10062 Mutante Tn5 derivada de R. tropici CIAT 899, Nal-SpecR, Este trabajo
medianamente sensible a acidez.
JG2646-RR Cepa mutante en un regulador de respuesta complementada Este trabajo

en trans con el mismo gen clonado en pET17b.

JG2646-TCS Cepa mutante en un regulador de respuesta complementada Este trabajo
en trans con el operon que incluye ademas del RR la cinasa
histidinica clonado en pET17b.

JG2646-17b Cepa mutante en un regulador de respuesta complementada Este trabajo
en trans con el vector vacio pET17b.

JG9587-Ant Cepa mutante en un antiporter complementada en trans con el  Este trabajo
mismo gen clonado en pET17b.

JG9587-17b Cepa mutante en un antiporter complementada en trans con el  Este trabajo

vector vacio pET17b.

Estas mutantes presentan el fenotipo de ser medianamente sensibles a acidez.
Un analisis tipo Southern blot, nos permitié validar la transposicién azarosa del

Tnb5, para esto se seleccionaron al azar 10 mutantes y se digirieron con EcoRI,
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este gel se transfirid a una membrana de nitrocelulosa durante toda la noche

para posteriormente hacer la hibridacién, el revelado se muestra en la figura 9.

Figura 9. Hibridacion tipo Southern blot de 10 mutantes escogidas azarosamente. Cada
una fue digerida con EcoRI e hibridada con una sonda correspondiente al casete de Kanamicina.
1. Cepa silvestre, 2. Sonda, 3. pSUP2021, 4-13 Mutantes Tn5 seleccionadas 1-10.

Este analisis nos permitio conocer la diversidad de la transposicion, ya que como
se observa en la figura 10, en los carriles 4-13 el perfil es diferente en cada cepa

seleccionada (Tnb5).
5.1.2 Aislamiento, purificacion e integridad de ARN

Debido a que el enfoque es aislar el repertorio completo de genes de resistencia
a acidez, se utilizaron diferentes metodologias de extraccion de RNA para
optimizar la extraccion y asi obtener la mayor calidad posible para realizar un
transcriptoma mediante RNA-seq. Se probaron extraccién con trizol, el kit Fast
RNA blue y el kit de RNase mini de QIAGEN (QIAGEN, Hildesheim, Germany);
este ultimo se logré estandarizar y es con el que se purificaron las muestras que
se enviaron a secuenciacion dado que con el mismo se obtuvieron tanto la
concentracion adecuada como la integridad requerida para la secuenciacion.
Ademas, para conocer la integridad de cada una de las muestras se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa y con el TapeStation 2,200 instrument
(Agilent Technologies), los resultados se muestran en la figura 10. Se obtuvieron
3 condiciones y 3 réplicas de cada condicién en experimentos separados. Las
condiciones fueron una a pH 6.8 otra a pH 4.5 y la tercera fue un choque por
acidez a pH 4.5, se hicieron 3 experimentos por separado para obtener las 3
replicas las cuales fueron analizadas por separado, en la figura 9 se muestran 2

de las replicas (replica 1 y replica 2).
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Figura 10. Integridad de las muestras de ARN que se secuenciaron. A)
Electroforesis en gel de agarosa al 1% y B) RNA Integrity Number (RIN) de las
mismas muestras. AR1 (pH 6.8), BR1 (pH 4.5), CR1 (choque por acidez a pH
4.5). R1 indica que es lareplica 1 y R2, replica 2.

5.1.3 Complementacion de dos mutantes Tn5 sensibles a acidez.

Del andlisis de las 18300 mutantes por transposon, aislamos 26 mutantes que
presentaron el fenotipo que nos interesaba. De estas mutantes (tabla 4)
logramos identificar el sitio de insercion de 17, lo cual nos permitié indagar sobre
los genes posiblemente afectados. Dentro de este grupo de mutantes cuyo sitio
de insercidon habia sido identificado, seleccionamos dos para realizar un analisis

de complementacion.

Estas mutantes fueron seleccionadas, primero por el fenotipo que presentaban
de crecimiento a pH 6.8 pero no a pH 4.5; y segundo por la probable funcion del
gen identificado; es decir, dado que en CIAT 899 no se conoce por ejemplo
como sensa los cambios en la concentracion de protones (JG2646) o en el caso
del antiporter de cationes y protones. Se piensa que ambos genes afectados
pudieran estar participando en el sensado de un aumento de protones o
contribuyendo a la homeostasis de protones, respectivamente y por lo tanto
mantener un equilibrio en la concentraciéon de los mismos. Se realizé un ensayo

en el cual se amplificaron el regulador de respuesta y el operon que incluye a la
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cinasa histidinica (JG2646), usando los iniciadores RR-F y RR-R (tabla 4) para
amplificar el regulador de respuesta y los iniciadores RR-F Y CS-R para
amplificar el operdn completo. Para el antiporter se usaron los iniciadores Ant-F y
Ant-R. Posteriormente se subclonaron en un vector de amplio rango de
hospedero (pRK404) y estas construcciones se conjugaron a la cepa mutante
JG2646 y JG9587, respectivamente. Se hicieron ambas complementaciones, sin
embargo, solo se analiz6 la complementacién de la cepa JG2646, la cual
Unicamente restauré el fenotipo de crecimiento a acidez cuando se complementé
con el operon completo, esto nos indica que la insercion en el regulador de

respuesta ejerce un efecto polar.
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6. DISCUSION

Se conoce que el estrés por acidez es muy comun en casi cualquier ambiente, y que
el nicho donde habita R. tropici CIAT 899 las concentraciones de protones son muy
variables. En la rizésfera y en los nédulos, el ambiente &cido propicia que la bacteria
active mecanismos de defensa para lograr sobrevivir, de tal manera que le permitan
instalarse dentro del simbiosoma. Los mecanismos de respuesta a acidez se han
estudiado en organismos modelos como E. coli o B. subtilis (Lund et al., 2014),
estos involucran genes que codifican por ejemplo para chaperonas, proteinas que
modifican la membrana, expulsion de protones a través de ATPasas o antiporters
gue expelen protones como producto de descarboxilacion de aminoéacidos, entre
otros. En este estudio reportamos el conjunto de genes de respuesta a estrés por
acidez en R. tropici CIAT 899 a través de una mutagénesis por transposén y un

analisis transcriptomico mediante RNA-seq.

Con la primera estrategia se lograron obtener 18300 mutantes por insercion del Tn5
de la cepa silvestre. Todas ellas se analizaron para buscar el fenotipo de
sensibilidad a acidez (descrito anteriomente) y se lograron identificar 26 mutantes
gue presentaban este fenotipo. Logramos identificar el sitio de insercién del Tn5 en
17 de ellas, dicha transposicion no se logré observar en el plasmido simbiético; lo
cual nos dice que los genes localizados en este ente no participan en este tipo de
respuesta. Dentro de estas 17 mutantes encontramos dos (JG8656 y JG163)
afectadas en los genes que codifican para una hidroxilasa de lipidos de ornitina
(OIsC) y una lisil fosfatidil glicerol sintetasa putativa, respectivamente. Estos genes
habian sido reportados como genes de respuesta a acidez en la misma cepa
(Rojas-Jiménez et al., 2005; Vences-Guzman et al., 2011; Vinuesa et al., 2003).
Este resultado confirma que estos genes estén participando en la respuesta a
acidez, ocasionando un probable cambio en la permeabilidad membranal, lo cual
evitaria el paso de protones al citoplasma y por consiguiente el dafio celular. Se
encontraron otras tres mutantes que estan afectadas en proteinas hipotéticas
(JG1076, JG4655 Y JG6057), dos de las cuales (JG1076 y JG4655) tienen la
insercion en el mismo ORF (RTCIAT_RS31680); otras mutantes que tienen

insercion en el mismo ORF son las mutantes JG283 y JG9867. Encontrar
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inserciones en el mismo ORF en mutantes diferentes nos indica que la mutagénesis

es saturante.

JG241 alberga el transposdn en un gene que codifica para una triosa fosfato
isomerasa, este gen también se encontr6 en los estudios transcriptomicos
realizados en H. pylori, en donde se observé que ademas de los genes que
hidrolizan la urea, también sobreexpresaba genes relacionados al metabolismo del
carbono, entre ellos tpiA, lo cual indica un fuerte requerimiento de energia en esta
condicion (Ang et al., 2001; Wen et al., 2003; Zanotti & Cendron, 2010). Otras de las
mutantes por insercion, estan involucrados en la generacion de energia como la
prolil aminopeptidasa, la ribulosa fosfato epimerasa o la acetil coenzima A sintetasa
(ver tabla 3 dentro de la seccion 6).

Un mecanismo de defensa contra este tipo de estrés es modificar la primera barrera
de la célula, es decir modificar la membrana, la pared celular o la capsula en el caso
de las bacterias encapsuladas. Por ejemplo, se ha reportado que los polisacaridos y
los exopolisacaridos incrementan sus niveles cuando la célula esta expuesta a una
alta concentracion de protones (Aarons & Graham, 1991; Graham et al.,, 1994;
Hellweg et al., 2009; Reeve et al., 1997; Reeve et al., 1998). En nuestro estudio
aislamos una mutante que tiene una insercidon en un ORF que codifica para una
proteina implicada en la biosintesis de polisacaridos, lo cual correlaciona con lo
encontrado en otros estudios. Otro posible mecanismo que esté funcionando en R.
tropici CIAT 899 es expeler protones al ambiente extracelular a través de antiporter
de cationes protones (mutante JG9587), justo como esta reportado para algunas

bacterias como H. pylori (Inoue et al., 1999).

Encontramos un locus correspondiente a un SDC afectado por el Tn5 (JG2646),
cuya insercion se encuentra en el regulador de respuesta, probablemente este
sistema esté implicado en sensar un ambiente acido y de esta manera active la
transcripcion de otros genes que estén participando en esta respuesta (Lund et al.,
2014). Por ejemplo, Salmonella typhimurium activa su sistema PhoP/PhoQ (Prost et
al., 2007) en respuesta al incremento en la concentracién de protones y a su vez
desencadena una respuesta transcripcional que ayudan a la célula a sobrevivir o
adaptarse bajo esta condicién. Otro claro ejemplo de SDC ya caracterizado, que se

activa en condiciones de estrés por acidez es el sistema ArsS/ArsR (Pflock et al.,
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2006) en el patdgeno causante de cancer gastrico H. pylori. Ademas de este SDC,
encontramos algunos reguladores transcripcionales afectados por el transposén
(JG9477 y JG8654), los cuales codifican para proteinas homologas a MarR y FtrA,
respectivamente. Rv1404 (de Mycobacterium tuberculosis) es una proteina
homologa a MarR y se ha reportado que regula genes que codifican para S-adenosil
metionina —dependiente de metiltransferasas (rv1403c y rv1405c), la cual ocurre
bajo condiciones de acidez (Healy et al., 2016).

Ricillo y colaboradores reportaron en el 2000, que el gen gshB se expresa en R.
tropici en condiciones de acidez, y su producto participa en la biosintesis de
glutation. En nuestro estudio localizamos una insercién (JG5373) en gshA, el cual
puede estar involucrado en la condensacion de formaldehido y glutation a S-
hidroxiglutation, dado que ambos genes se encuentran localizados en un cluster,
puede que esta mutacion ejerza un efecto polar afectado la biosintesis de glutation y
por lo tanto causando una susceptibilidad a crecer en condiciones de acidez. Los
efectos polares ocurren cuando la mutacion se localiza en el primer ORF y esto
afecta la transcripcion de los genes localizados rio abajo y por lo tanto se ejerce un
efecto polar (Zipser, 1969). En nuestra mutagénesis se generaron 3 mutantes cuya
insercion esta en un operon y probablemente haya un efecto polar ya que una de
éstas tiene la insercion en el primer gen (Figura S1 en la seccion 6). Esto se verificd
cuando se complemento la mutante JG2646 con el regulador de respuesta y con el
operon completo en trans, restaurando el fenotipo Unicamente cuando se
complementé con el operdon completo. Para finalizar esta parte de nuestra
investigacion, podemos decir que estos genes encontrados en la mutagénesis
varian de especie a especie e incluso interespecies, dado que la cepa mas cercana
a CIAT 899, la PRF81, aunque contiene un genoma parecido al de CIAT899, no
posee algunos de los “genes de respuesta a acidez” que previamente se habian

reportado cuando se publicé el genoma de CIAT 899 (Ormefio-Orrillo et al., 2012).

El enfoque anterior nos permitié identificar genes esenciales que se activan en
condiciones de acidez, sin embargo, pueden existir genes con un papel importante
en condiciones de acidez que no se puedan identificar con el enfoque descrito
arriba. Puede que haya genes que se induzcan bajo este estrés, pero que también

sean esenciales para el crecimiento en condiciones neutrales e incluso puede que

74



haya genes redundantes; por lo tanto, de manera adicional y como enfoque
complementario realizamos un andlisis transcriptomico mediante RNA-seq, que nos

permitié obtener mas genes que participan en esta respuesta.

Analizamos la respuesta transcripcional de CIAT 899 en respuesta a la acidez.
Crecimos la cepa silvestre en 3 condiciones diferentes (pH 6.8, pH 4.5 y un choque
por acidez (de pH 6.8 a pH 4.5) durante 45 minutos) que se detallan en materiales y
métodos. Anteriormente se habia reportado en S. meliloti un estudio transcripcional
en respuesta a acidez, en el cual encontraron que hay una gran expresion de genes
a tiempos cortos (Hellweg et al., 2009). Nosotros elegimos un tiempo medianamente
corto para observar el perfil de genes diferencialmente expresados (DEGSs) en una
etapa temprana. Este analisis mostré un perfil transcripcional bastante cambiante
(figura 3y 4 en seccidn 6), dado que 383 genes se expresaron diferencialmente en
condiciones de acidez comparada con la condicidon neutra. En contraste, solo 11

genes fueron DEGs en el choque por acidez (tabla 4 y tabla S1 en la seccion 6).

Todos los DEGs se categorizaron por funcién (Figura 5 en seccion 6) y en esta
categorizacion encontramos genes asociados con el transporte de metales,
transportadores tipo ABC, reguladores transcripcionales, hidrogenasas, sistemas de
expulsion de protones (como la ATPasa), factores sigma y/o proteinas hipotéticas
(figura 5 y tabla 4 de la seccidn 6). Diferentes estudios se han realizado con cada
una de las categorias que nosotros encontramos, por ejemplo, en el caso de los
transportadores de metales, se conoce que en los ambientes acidos abundan altas
concentraciones de metales pesados, por lo que se requiere de transportadores
especificos necesarios para su eflujo y para evitar la toxicidad de los mismos
(Montanini et al., 2007). Consideremos ahora otro tipo de transportadores (tipo
ABC), los cuales se han relacionado con esta respuesta en S. aureus, dado que en
un estudio hecho por Bore y colaboradores encontraron sobre expresados
diferentes transportadores de este tipo (Bore et al., 2007). Existen otras proteinas
gue también expelen protones, tal es el caso del complejo ATPasa FOF1l o
antiporters de cationes y/o protones; para el caso de la ATPasa, el cual es un
complejo multiproteico formado por dos subunidades (FO y F1) que en condiciones
normales cataliza la sintesis de ATP a ADP usando la energia liberada de un

gradiente de protones electroquimico; en contraste, en condiciones de acidez la
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hidrélisis del ATP puede ser usada para expeler protones del citoplasma a través de
la subunidad FO. Con base en esto podriamos decir que este complejo contribuye a
la homeostasis del pH tal como se ha observado en E. coli o Corynebacterium
glutamicum (Barriuso-Iglesias et al., 2013; Diez et al., 2004). En nuestra cepa,
encontramos que este complejo multiproteico se encuentra sobreexpresado mas de
4 veces a pH acido comparado con la condicion neutra. Por lo que se refiere a
genes hyc, se ha encontrado en E. coli y S. typhimurium que estas hidrogenasas
reducen los efectos del estrés por acidez por el consumo de protones y produccién
de H> (Hayes et al., 2006; Jia et al., 2017; Noguchi et al., 2010; Zbell & Maier, 2009).

De manera interesante, los genes necesarios para contender con la acidez estan
influenciados por uno o varios reguladores transcripcionales, entre los que se
pueden citar diversos factores de transcripcion, SDC y factores sigma. Estos
reguladores de la transcripcion podrian estar influenciando la expresion de los
genes antes mencionados. Por ejemplo, se sabe que los reguladores
transcripcionales de la familia TetR se han reportado que activan genes que
codifican bombas de eflujo (Perrone et al., 2017). En nuestro estudio reportamos
algunos genes que también pertenecen a esta familia como lo son
RTCIAT899 RS10760 y RTCIAT899 RS28830. También identificamos algunos
genes de otra familia como RTCIAT899 RS29995 (DeoR) o RTCIAT899 RS14585
(YebC/PmpR). Otros factores importantes en la transcripcién son los factores sigma,
gue reconocen la region promotora de genes que pueden estar implicados en la
respuesta a acidez y pueden hacerlo de manera global o local. Como se menciona
al inicio de este escrito, pueden contribuir al estrés general o ser especificos de
algun tipo de estrés (Paget, 2015). Por ejemplo, se ha reportado que el factor sigma
E (SigE) de M. tuberculosis (Bansal et al., 2017) es sobre-expresado en condiciones
de acidez, y que interactia con PhoP para regular a otro complejo de genes
necesarios para la respuesta a acidez. En este estudio encontramos 3 factores
sigma  sobreexpresados: RTCIAT899 RS15835, RTCIAT899 RS13855 vy
RTCIAT899 RS12250, los cuales tienen un valor de log2FC de 3.3, 1.6 y 0.5,
respectivamente; razon por la cual se infiere que estos reguladores podrian activar
la expresion de los genes necesarios para que esta cepa resista a este tipo de
estrés. También encontramos 40 proteinas hipotéticas expresadas en condiciones

de acidez, que ademas tienen un log2FC muy alto, lo cual quiere decir que alguna
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de estas proteinas esté muy implicada en dicha respuesta, tal es el caso de
RTCIAT899 RS13535, cuyo log2FC es de 6.1, mayor a cualquier otro gen DEG
encontrado en este analisis. Sin embargo, para comprobar esto se requieren
estudios para descifrar la posible funcion de estos genes en la respuesta a este tipo
de estrés. Dentro del grupo de genes que se encuentran inducidos en el choque por
acidez, hay algunos que también encontramos cuando se analiz6 el crecimiento a
pH 4.5 (ver tabla ver tabla 4 de la seccion 6), esto nos confirma el hecho de que

estos genes son requeridos para el crecimiento en condiciones de acidez.
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7. CONCLUSIONES

Combinando una mutagénesis por transposon (Tn5) y un andlisis transcriptomico
(mediante RNA-seq) logramos identificar el grupo de genes que estan participando

en la respuesta a acidez en Rhizobium tropici CIAT 899.

Se construy6 una biblioteca de 18000 mutantes por insercion de un transposén
(Tn5), las cuales se analizaron en medios a diferentes valores de pH (pH 4.5 y pH
6.8) para buscar el fenotipo de sensibilidad a acidez y medianamente sensible a
acidez, de este analisis logramos aislar 26 mutantes que presentaban este fenotipo.
Se identificaron los sitios de insercion de 17 mutantes a través de iPCR y

secuenciacion de fragmentos que contenian parte del Tn5.

En el andlisis transcriptomico logramos identificar 351 DEGs sobre-expresados y 32
DEGs reprimidos durante el crecimiento de esta bacteria en condiciones de acidez
comparada con un control a pH 6.8; 11 DEGs sobre-expresados durante un choque
por acidez y ningun gen fue reprimido durante este choque de acidez. Los genes
encontrados en este analisis se agrupraron en diversas categorias funcionales, que
comprenden en esencia, funciones necesarias para contender contra este tipo de

estrés.
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8. PERSPECTIVAS

Se determinard la red de regulacion mediante Chip-Seq, tanto del sistema de dos
componentes (encontrado en la mutagenesis por transposon) como de los
reguladores transcripcionales (andlisis transcriptomico). De estos genes
encontrados a través de los dos enfoques pero sobre todo los del analisis
transcriptémico, comprobar mediante qRT-PCR el nivel de expresién de algunos
genes seleccionados. De los genes que se corrobore la expresién comprobar las
funciones predichas de los genes con un mayor log2FC para detallar los
mecanismos moleculares de la resistencia a acidez en CIAT 899 y a su vez
comprobar si estas funciones pueden contribuir a una mayor resistencia a acidez
gue podrian extrapolarse a otras rizobia que sean resistentes como la cepa
hermana PRF81. Analizar la posible funcién del gen que obtuvo mayor expresion
diferencial (RTCIAT899 RS13535) anotado como proteina hipotética, generando
una mutacion por delecién para comprobar en que pudiera estar implicado dicho
gen y por ultimo dado que los genes que constituyen las diferentes subunidades de
la ATPasa FOF1 también presentaron un nivel alto de log2FC, se propone construir
mutantes en alguno de los genes que la constituyen para determinar si esta enzima

contribuye a la homedstasis de pH.
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10.APENDICES

11.1 Medios de cultivo LB, PY, MMy MAM

Componente (g/L) LB (Sambrook et al., 1989) PY (Noel et al., 1984)
Peptona de caseina 10 5
Extracto de levadura 5 3
NaCl 10 0

Para preparar medios sélidos fueron gelificados adicionando 1.5% de agar antes
de esterilizar en autoclave. El PY se complementa con 1 mL/100 mL de CaCl> 1
M.

MM o MAM (Kingsley vy Bohlool., 1992) modificado

Componente 1L 800 ml 500 ml 300 ml 100 ml
69 mM glycerol 5.17 mi 4.13 ml 2.6 ml 1.6 ml 0.52 ml
11 mM sodium 2.085¢ 1.67¢g 1lg 0.63 ¢ 0.21¢g
glutamate

10g 0.8¢g 05¢g 0.3g 0-1g
MgSOa4
12.65¢g 10.12 g 6.33 ¢ 38¢g 1.2¢

Homo-Pipes 50
mM (pH 4.5) 9.53 ¢ 7.62¢ 4779 2.86 ¢ 0.95¢

Hepes (pH 6.8)

Mezclar completamente, ajustar pH a 6.8 (MM) con HCI 1 N y a pH 4.5 (MAM)
con NaOH 1 N, esterilizar y agregar las siguientes soluciones (previamente
esterilizadas):

Solucién 1000X 1L 800ml 500ml 300ml 100 ml

Sol. | 1 mM MgSOa- 7H20 2469

(x 10) 460 uM CaClz - 2H20 6.89 1ml 08ml 05ml 03ml 0.1ml
1.5 mM (1.12 g) KCI 11.18 g

Sol. Il

(x 100) 30 uM Fe-EDTA 1l1g 1ml 08ml 05ml 03ml 0.1ml
KHzPO4 (5 uM P) 68 mg
0.9 yM MnSO4- H20 15 mg

Sol. 1l 0.4 uM ZnS0O4- 7H20 12 mg 1mil 08ml 05ml 03ml 0.1ml

(x1000) 0.1 uM CuCl2- 2H20 1.7 mg

0.02 yM Na:MoO4 - 2H20 0.48 mg
2.7 nM Co(NOs)2 —2H.0  0.08 mg

Pantotenato de sodio 8 0.8 100 yl - 80l 50 ul 30 i 10 ul
Vitamin  pg/ml? mg/ml
as Tiamina — HCI 8 ug/ml*t

(x 1000) Nicotinamida 8 ug/ml*
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Las placas fueron solidificadas con 0.8% de gelrite (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Germany) en sustitucion de agar, dado que el gelrite se usa cominmente para
gelificar medios cuyo pH es acido y en presencia de cationes, dandole rigidez al

agar y estabilidad térmica (Shungu et al., 1983).
11.2 Southern blot

1. Depurinizar por 10 minutos, enjuagar con agua. Colocar el gel en agitacion

suave y constante.

2. Desnaturalizar por 15 minutos, enjuagar con agua destilada; desnaturalizar

nuevamente 15 minutos y enjuagar (tiempo de desnaturalizacion 30 minutos).

3. Neutralizar 15 minutos, desechar la solucion de neutralizacion; colocar nueva
solucion neutralizante por 15 minutos (tiempo de neutralizacion 30 minutos).

Transcurrido el tiempo colocar el gel en 20XSSC.

4. Transferir el gel a una membrana de nylon cargada positivamente
aproximadamente 18 horas (O/N) con 20X SSC como se muestra en la figura 9:
puente (puede ser el molde donde se prepara el gel), papel whatman (del
tamafno del gel), gel, membrana, 3 papel whatman, servitoallas, placa (servira

para colocar el peso) y un peso aproximado de 4-5 Kg (puede ser un libro).

0.2-0.4-kg
weight

glass plate

—— paper towels

Whatman 3MM

/
/' membrane -_ =
f —
Whatman 3MM wick f Al

gel

plastic

e

support - -
transfer buffer reservoir

Transferencia de ADN a la membrana de nitrocelulosa.

5. Colocar la membrana en solucién 2X SSC, fijar el DNA transferido en la
membrana con luz UV (UV crosslinking), dos veces (sobre un papel whatman).

Meter la membrana enrollada en el tubo de hibridacion.
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6. Incubar la membrana en buffer de prehibridacién (preparar al momento) a 68°
C por 4 horas (20 minutos antes de que transcurra este tiempo desnaturalizar la
sonda). La sonda se desnaturaliza afiadiendo a 1 ml de buffer de prehibridacion

40 ul de la sonda purificada y se incuba a 95 ° C por 15 minutos.

7. Afadir la sonda desnaturalizada al tubo que contiene buffer de hibridacion
(preparado en el punto 7) y la membrana e incubar por 14 horas a 68° C.

8. Lavar la membrana con 2X SSC/0.1 % SDS por 5 minutos a temperatura

ambiente.

9. Lavar dos veces con 0.1X SSC/0.1% SDS por 15 minutos a 68° C (tiempo de

exposicion 30 minutos).

10.Lavar la membrana con washing buffer por 5 minutos a temperatura ambiente

en agitacion constante.

11.Bloquear la membrana 30 minutos con Buffer bloccking (la membrana se

coloca en una bolsa de plastico y se sella perfectamente).

12.Incubar la membrana con el anticuerpo anti-digoxigenina: buffer blocking (4 ul

de anticuerpo y 40 ml de blocking buffer).

13.Lavar la membrana con washing buffer por 15 minutos (dos veces) a

temperatura ambiente.
14.Incubar la membrana por 5 minutos en buffer 3.
15.Incubar 5 minutos con CSPD en una bolsa. Eliminar el exceso de CSPD.

16.Incubar la membrana por 10 minutos a 37° C (este paso se hace para

aumentar la luminiscencia).

17.Exponer la membrana en una pelicula por 20-40 minutos, revelar con
solucion reveladora por 1-2 minutos enjuagar con agua de la llave y fijar 1-2
minutos con solucién fijadora, enjuagar y dejar secando. Todo este ultimo paso

se hace en el cuarto oscuro.
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11.3 Aislamiento de ADN genémico
1. Crecer un cultivo de 3 a 5 ml toda la noche.

2. Centrifugar a 13 000 rpm y desechar el sobrenadante (congelar si es

necesario).

3. Resuspender las células en 450 ul del bufer de lisis. Homogenizar la
suspensiéon con ayuda de una micropipeta y mantener 15 min a temperatura

ambiente.

4. Agregar 30 pl de solucién de proteinasa K (dilucion 1:1000). Vortexear 1 min
e incubar 1 hr a 65° C.

5. Dejar enfriar los tubos con la tapa abierta (aproximadamente 5 min.).

6. Agregar 5 pl de solucién de RNAsa, vortexear 1 min e incubar de 30 a 60 min.
A 37°C.

7. Agregar 180 pl de solucion de precipitacion de proteinas, vortexear 1 min,

incubar en hielo por 15 minutos y luego centrifugar 20 minutos a 13000 rpm.
8. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo (450 pl).

9. Agregar el mismo volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico. Vortexear 1

min y centrifugar 10 min a 13 000 rpm.

10.Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo (400 pl) y agregar 400 pl de

cloroformo, vortexear 1 min y centrifugar 10 minutos a 10 000 rpm.

11.Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo (300 pl) y agregar 0.7 partes de

isopropanol (210 ul para 300 pl de muestra). Mezclar por inversion (20 veces).
12.Centrifugar 10 minutos a 13 000 rpm, desechar sobrenadante.

13.Lavar con etanol 70%, mezclar por inversion y centrifugar 5 minutos a 13 000

rpm.

14.Desechar sobrenadante y secar el pellet a temperatura ambiente.
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15.Resuspender con 100 uyl de TE (1/10) pH 8.0 e incubar 10 minutos a 55° C.

11.4 Purificacion de ARN usando el mini kit (QIAGEN) modificado

1.

Para cada muestra, pesar 25-50 mg de perlas de vidrio u 6xido de zirconio
(150-600 um de diametro) esterilizadas en un tubo con seguro de 2 ml.
Cosechar las bacterias por centrifugacion a 5000 g por 5 min a 4°C (no
usar mas de 10° bacterias). Decante el sobrenadante y remueva
cuidadosamente todo el medio restante que haya quedado después de
desechar sobrenadante.

Afnada el volumen apropiado de buffer RLT (700 ul para 5 x 109 bacterias
0 350 pl si tiene menos de esta concentracion de bacterias). Vortexear
vigorosamente durante 5-10 s.

Transferir la suspension al tubo de 2 ml que contiene las perlas (preparado
en paso 1). Colocar las muestras en el lisador de células (bullet blender
storm 24 de Next Advance) por 5 min a maxima velocidad.

Centrifugar por 10 s a maxima velocidad. Transferir el sobrenadante a un
tubo nuevo.

Determine el volumen del sobrenadante. Afiadir un volumen igual de etanol
(70%) y mezclar bien por pipeteo. No centrifugue.

Transferir hasta 700 pl del lisado, incluyendo algun precipitado que pudo
haberse formado a una columna (suplementada en el kit). Cierre
suavemente la tapa y centrifugue 15 s a 10000 rpm. Desechar el flujo
continuo.

Anadir 350 pl de la solucion RW1 a la columna. Cierre suavemente la
tapa y centrifugue 15 s a 10000 rpm. Desechar el flujo.

Afada 70 pl de buffer RDD al stock de 10 yl de DNAsa |. Mezcle
suavemente invirtiendo el tubo y centrifugue brevemente para colectar los

residuos de la pared del tubo.

10. Afadir la DNAsa | (80 pl) recién preparada directamente a la membrana de

la columna e incube 15 min de 20 a 30 °C.

11.Anadir 350 pl de la solucion RW1 a la columna. Cierre suavemente la

tapa y centrifugue 15 s a 10000 rpm. Deseche el flujo continuo.
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12. Anadir 350 pl de la solucién RPE a la columna. Cierre suavemente la tapa
y centrifugue 15 s a 10000 rpm para lavar la membrana de la columna.
Deseche el flujo continuo.

13. Afadir 350 pl de la solucién RPE a la columna. Cierre suavemente la tapa
y centrifugue 2 min a 10000 rpm para hacer un segundo lavado a la
membrana de la columna. Deseche el flujo continuo.

14.Coloque la columna en un nuevo tubo de 2 ml, cierre suavemente la tapa
y centrifugue a maxima velocidad durante 1 min.

15.Coloque la columna en otro tubo para colectar la muestra. Ailada de 30-50
pl de agua libre de RNAsas directamente a la membrana de la columna.
Cierre la tapa suavemente y centrifugue por 1 min a 10000 rpm para eluir
el RNA.

16. Cuantifique la concentracion de las muestras en el nanodrop.

17.Verifique la calidad de las muestras corriendo una electroforesis en gel de
agarosa y por ultimo determine la integridad de las mismas en el tapes-

tation o bioanalizador.
Puntos importantes antes de comenzar:

e Las pastillas de las células pueden ser almacenadas a -70°C para
usarlas después o usarlas directamente en el procedimiento.
Alternativamente puede congelar las células en nitrégeno liquido o hielo
seco. Las células pueden ser almacenadas hasta por un mes.

e Después de cosechar las células por centrifugacion realice todos los
pasos de centrifugacidn posteriores en una centrifuga estandar a
temperatura ambiente (20-30°C). Asegurese de que la centrifuga no
baje de 20 °C.

e Afada 10 pl de B-mercapto etanol (B-ME) por cada ml de RLT y
mezcle. Dispense en una campana de extraccion y use la proteccidn
adecuada. El buffer que contiene RLT puede ser almacenado hasta por
un mes.

e EIl buffer RPE viene como un concentrado, por lo tanto, antes de usar
por primera vez, afiada 4 volimenes de etanol 100% como se indica en

la botella para obtener una solucion de trabajo.
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e Si desea de manera opcional, hacer la digestion con DNAsa, prepare la
solucién stock de DNAsa | como se describe en el apéndice D (pag. 69)
del RNeasy Mini Handbook.

e Prepare la solucion stock de DNAsa usando DNAsa libre de RNAsa por
primera vez. Disuelva el liofilizado en 550 pl de agua libre de RNAsas.
Para evitar la pérdida de DNAsa, no abra el vial; inyecte el agua directo
al tubo que contiene la DNAsa. Mezcle suavemente invirtiendo el vial,
no vortexee. Para almacenar la DNAsa por largos periodos, remueva la
solucién stock, remueva la solucion del vial y divida en alicuotas
pequefias (10 o 20 pl) y almacene a -20° C hasta por 9 meses. Las
alicuotas descongeladas pueden ser almacenadas a 4° C hasta por 6
semanas. No re-congele las alicuotas después de descongelar.

e Si asi conviene a sus intereses, resuspenda sus células con 200 pl de
lisozima recién preparada (20 mg/mL in Tris/EDTA) e incube 2 minutos

a temperatura ambiente.

Todo el material puede o debe ser exclusivamente para extraer RNA.
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