
 

 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MEXICO 

Doctorado en Ciencias Biomédicas 

Centro de Ciencias Genómicas 

  

Caracterización fisiológica y bioquímica de mutantes deficientes en la biosíntesis 

de poliaminas en Sinorhizobium meliloti Rm8530 

 

TESIS  

Que para optar por el grado de:  

DOCTOR EN CIENCIAS 

 

PRESENTA: 

Victor Antonio Becerra-Rivera 

 

DIRECTOR DE TESIS 

Dr. Michael Frederick Dunn 

Centro de Ciencias Genómicas 

 

COMITÉ TUTOR  

Dr. Alejandro García de los Santos 

Centro de Ciencias Genómicas 

 Dr. Guillermo Gosset Lagarda  

Instituto de Biotecnología 

 

Cuernavaca, Morelos febrero 2020. 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



2 

Indicé 

 

Abreviaturas ...................................................................................................................... 4 

Resumen ........................................................................................................................... 7 

Abstract ............................................................................................................................. 8 

1. Introducción ................................................................................................................... 9 

1.1 Poliaminas ................................................................................................................ 9 

1.2 Biosíntesis de poliaminas ....................................................................................... 12 

1.3 Rizobias ................................................................................................................. 14 

1.4 Sinorhizobium meliloti............................................................................................. 15 

1.5 Poliaminas en S. meliloti ........................................................................................ 15 

1.6 Antecedentes ......................................................................................................... 18 

1.7 Hipótesis ................................................................................................................ 19 

1.8 Objetivo general ..................................................................................................... 20 

1.9 Objetivos particulares ............................................................................................. 20 

2. Resultados ................................................................................................................... 21 

3. Resultados adicionales ................................................................................................ 44 

3.1 Crecimiento celular ................................................................................................. 44 

3.2 Motilidad ................................................................................................................. 46 

4. Discusión ..................................................................................................................... 47 

4.1 Regulación de los niveles de poliaminas en S. meliloti ........................................... 47 

4.1.1 Síntesis de putrescina ......................................................................................... 47 

4.1.2 Homoespermidina ............................................................................................... 49 

4.1.3 Biosíntesis de espermidina y norespermidina ...................................................... 49 

4.2 Poliaminas en la fisiología de S. meliloti ................................................................. 50 

4.2.1 Resistencia a estrés abiótico ............................................................................... 50 

4.2.2 Producción de exopolisacáridos .......................................................................... 52 

4.3 Motilidad y formación de biofilm ............................................................................. 53 

4.4 Simbiosis ................................................................................................................ 55 

5. Conclusión ................................................................................................................... 56 



3 

6. Perspectivas ................................................................................................................ 57 

7. Anexo .......................................................................................................................... 59 

8. Bibliografía ................................................................................................................... 68 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 

*** 

 

Este trabajo está dedicado a Dalila Sarmiento, quien me ha apoyado y cuidado un 

largo tiempo. Además de embarcarse conmigo en una gran aventura, de la cual 

aún queda tanto por descubrir. Gracias por apostar todo junto a mí. 

Agradezco a todos los que hicieron posible este trabajo, a mi madre y hermanos. 

A los Dres. Alejandro García de los Santos y Guillermo Gosset Lagarda, porque 

siempre ofrecieron excelentes observaciones y comentarios durante mi estancia 

doctoral. Al Dr. Michael Dunn, de quien aprendí tanto de manera profesional como 

personal. Gracias por guiarme a lo largo de este trayecto y permitirme infinita 

libertad en el desarrollo de esta investigación. 

A los señores revisores, Dra. Laura Camarena, Dr. Christian Sohlenkamp, Dr. 

Roberto Arreguín Espinosa de los Monteros y Dra. Guadalupe Espin, por tomarse 

el tiempo para revisar este manuscrito. A mis compañeros de laboratorio, 

Alejandra Arteaga y Victor Hernández con quienes compartí tantos experimentos.   

Este trabajo fue financiado por DGAPA-PAPIIT IN210114 y IN206317. La 

obtención del grado fue posible gracias a la beca 574042 de CONACYT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 

Abreviaturas 

 

DAP   1,3-diaminopropano  

ARN   ácido ribonucleico 

DABA   ácido diaminobutírico  

cAMP   adenosín monofosfato cíclico 

Agm   agmatina 

ApCad  aminopropilcadaverina  

AbuHSpd  aminobutilhomoespermidina  

ADC   arginina descarboxilasa 

Cad   cadaverina  

CNSpd  carboxinorespermidina 

CSpd    carboxiespermidina 

HPTLC  cromatografía de capa fina de alta resolución 

Spd   espermidina 

Spm   espermina 

EPS-II   exopolisacárido dos o galactoglucano 

EPS-I   exopolisacárido uno o succinoglicano  

HSpd   homoespermidina 

HSS   homoespermidina sintasa 

L-Arg   L-arginina 

L-Asp ß-SA   L-aspartato ß-semialdehído 

L-Lys   L-lisina 

LDC   lisina descarboxilasa 

L/ODC  lisina/ornitina descarboxilasa 

L-Orn   L-ornitina  

NADPH  nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido 

NAD+   nicotinamida adenina dinucleótido oxidado 

NADH   nicotinamida adenina dinucleótido reducido 



6 

NSpd    norespermidina 

ODC   ornitina descarboxilasa 

PLP   piridoxal 5'-fosfato 

PAs   poliaminas 

Put   putrescina  

SAM   S-adenosilmetionina 
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Resumen  

 

Las poliaminas son moléculas ubicuas, alifáticas y policationicas, derivadas de la 

descarboxilación de diferentes L-aminoácidos. Algunos miembros de este grupo 

son la espermidina, espermina o putrescina, esta última puede ser sintetizada 

directa o indirectamente a partir de L-ornitina o L-arginina, respectivamente. 

Además, dicha diamina es particularmente importante ya que funge como 

precursor de distintas poliaminas. En bacterias, estos compuestos juegan papeles 

importantes en diversos procesos biológicos, por ejemplo, crecimiento y/o 

viabilidad celular, resistencia a estrés, motilidad, patogénesis o formación de 

biofilm. En rizobias, aunque las poliaminas han demostrado ser importantes en 

vida libre y simbiosis, sus funciones específicas al igual que su biosíntesis aún 

deben ser elucidadas. De acuerdo con el genoma de Sinorhizobium meliloti, los 

genes smc02983 y sma0680 codifican para dos ornitina descarboxilasas (ODC). 

En este trabajo, se demostró que una mutante sencilla en sma0680 (odc1) no 

presenta cambios en su perfil de poliaminas ni defectos fisiológicos con respecto a 

la cepa parental. Por el contrario, una mutante en smc02983 (odc2) al igual que 

una doble mutante (odc1 odc2) redujeron significativamente su contenido de 

poliaminas y actividad enzimática. Ensayos con las enzimas purificadas mostraron 

que ODC2 (SMc02983) exhibe mayor actividad especifica de ODC que ODC1 

(SMa0680), además de ser capaz de descarboxilar L-lisina. El bajo contenido de 

poliaminas en la mutante odc2 resultó en una menor tasa de crecimiento, mayor 

sensibilidad a estrés abiótico, menor motilidad, reducción en la producción de 

exopolisacáridos y una capacidad simbiótica deficiente, mientras su formación de 

biofilm fue aumentada. En conjunto, estos resultados proporcionan nuevas pistas 

para comprender los roles que cumplen las poliaminas en rizobias, tanto en vida 

libre como en asociación con leguminosas. 
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Abstract 

 

Polyamines are ubiquitous, aliphatic and polycationic molecules, derived from the 

decarboxylation of different L-amino acids. Some members of this group are 

spermidine, spermine and putrescine, the latter can be synthesized directly or 

indirectly from L-ornithine or L-arginine, respectively. This diamine is particularly 

important since it serves as a precursor of different polyamines. In bacteria, these 

compounds play important roles in several biological processes, such as cell 

growth and/or viability, resistance to stress, motility, pathogenesis and biofilm 

formation. In rhizobias, polyamines have proven to be important in free life and 

symbiosis, however their specific functions as well as their biosynthesis must still 

be elucidated. According the Sinorhizobium meliloti genome, the smc02983 and 

sma0680 genes encode two ornithine decarboxylases (ODC). In this work, it was 

shown that a mutant in sma0680 (odc1) does not show differences compared to 

the parental strain, while a mutant in smc02983 (odc2) as well as a double mutant 

(odc1 odc2), significantly reduced their polyamines content and enzymatic activity. 

Activity assays with the purified enzymes showed that ODC2 (SMc02983) exhibits 

greater ODC specific activity than ODC1 (SMa0680), besides being able to 

decarboxylate L-lysine. The low polyamine content in the odc2 mutant resulted in a 

lower growth rate, greater sensitivity to abiotic stress, lower motility, reduced 

exopolysaccharide production and a poor symbiotic capacity, while biofilm 

formation was increased. In summary, these results provide new clues to 

understanding the roles that polyamines play in rhizobia, both in free life and in 

association with legumes. 
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1. Introducción 

 

1.1 Poliaminas 

  

Las poliaminas (PAs) son moléculas policatiónicas con dos o más grupos 

amino, alifáticas y de bajo peso molecular (Tabor & Tabor, 1984; Fujihara, 2009). 

Las cuales se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza con excepción 

de Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii (Algranati, 2010), Enterococcus faecalis 

y Staphylococcus aureus (Li et al., 2019), descritos hasta ahora como los únicos 

organismos auxótrofos de PAs. 

 

Estos compuestos desempeñan importantes roles en la viabilidad y 

proliferación celular, bajo condiciones normales o de estrés (Fujihara, 2009; Miller-

Fleming et al., 2015). En bacterias, las PAs han sido implicadas en numerosas 

funciones fisiológicas (Shah & Swiatlo, 2008; Michael, 2018). Por ejemplo, la 

formación de biofilm, motilidad, patogénesis en plantas o animales, crecimiento 

celular, síntesis de sideróforos, promoción del crecimiento o respuesta al estrés 

abiótico [ver Tabla 1]. 

 

Esta amplia variedad de funciones podría ser resultado de su naturaleza 

policatiónica que les permite asociarse con diferentes biomoléculas, incluyendo el 

ARN. Lo cual mejora la expresión de un amplio grupo de genes a nivel de la 

traducción, incluyendo factores de la trascripción como: RpoS, FecI o Fis. En 

Escherichia coli, este conjunto de genes conforma el denominado “modulón de 

PAs” (Igarashi & Kashiwagi, 2006; 2015). 

 

Las diaminas presentes en bacterias incluyen putrescina (Put), cadaverina 

(Cad) y 1,3-diaminopropano (DAP). La primera es producida por casi todas las 

bacterias, seguida de Cad ampliamente distribuida en proteobacterias, mientras 

DAP se encuentra esporádicamente en algunos filos (Michael, 2016). La 

espermidina (Spd) es la triamina más frecuente, aunque diversas bacterias son 

capaces de sintetizar homoespermidina (HSpd) y norespermidina (NSpd). Con 
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respecto a las tetraminas, la espermina (Spm) ha sido comúnmente reportada en 

múltiples especies bacterianas. No obstante, su presencia aun es controversial ya 

que hasta el momento no se conoce ninguna Spm sintasa bacteriana (Hamana & 

Matsuzaki, 1992; Michael, 2016; Dunn, 2017). 

 

Tabla 1. Papeles fisiológicos de las poliaminas en bacterias no rizobiales. 

Rol biológico Poliamina y organismo Referencia 

Biofilm En Bacillus subtilis la síntesis de Spd es necesaria para la 

formación de biofim. 

La Put promueve la expresión de proteínas (Hms) esenciales 

para la formación de biofilm de Yersinia pestis. 

En Vibrio cholera, la NSpd es censada por el sistema NspS-

MbaA, activando la transcripción de los genes (vps) 

biosínteticos de exopolisacáridos y formación de biofilm, 

mientras el efecto contrario es desencadenado por Spm. 

La formación de biofilm en Shewanella oneidensis y 

Synechocystis PCC 6803 está ligada a la reducción de los 

niveles de Put y Spd, respectivamente. 

En Dickeya zeae, el contenido intracelular de Put es esencial 

para la formación de biofilm. 

Burrell et al., 2010. 

 

Wortham et al., 2010. 

 

Cockerell et al., 2014; 

Sobe et al., 2017. 

 

 

Ding et al., 2014; Kera et 

al., 2018. 

 

Shi et al., 2019. 

Estrés Bajo alta osmolaridad, E. coli muestra un activo importe de 

K+, el cual es acompañado de la excreción de Put, 

constituyendo un mecanismo de equilibrio de cargas que 

mantiene la electroneutralidad y equilibrio iónico intracelular. 

La Put y Spd son capaces de unirse a OmpF y OmpC, 

modificar su carga y tamaño, disminuyendo la permeabilidad 

de la membrana externa y mejorando la resistencia al estrés 

ácido y osmótico de E. coli. 

En E. coli, durante estrés oxidativo la Put y Spd promueven 

la expresión del factor transcripcional oxyR responsable de la 

expresión de genes de respuesta a este estrés. 

La síntesis de Cad es un mecanismo clave en la resistencia 

a estrés ácido de E. coli. El cual consume H+ provenientes 

del exterior, conservando el pH fisiológico. Además, la 

exportación de Cad neutraliza el ambiente extracelular. 

La sobreexpresión de Cad elimina radicales superóxidos e 

Munro et al., 1972. 

 

 

 

Iyer et al., 2000. 

 

 

 

Tkachenko & Nesterova 

2003. 

 

Soksawatmaekhin et al., 

2004. 

 

 

Kim et al., 2006. 
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incrementa la tolerancia a estrés oxidativo en V. vulnificus. 

En Pseudomonas aeruginosa, la Spd es capaz de unirse a 

los lipopolisacáridos, estabilizando y protegiendo la 

membrana externa contra antibióticos y daño oxidativo. 

El contenido Put y Spd en Halomonas BVR 1 aumenta 

durante el estrés por metales pesados (Pb). Probablemente 

constituye un sistema de eliminación de especies reactivas 

de oxígeno y otros radicales generados en esta condición.  

 

Johnson et al., 2012. 

 

 

Manasi et al., 2017. 

 

Sideróforos La aminocelina de Azotobacter vinelandii contiene Put, la 

cual también es un precursor de la alcaligina en Bordetella 

spp. 

La NSpd es un componente estructural de fluvibactina, 

vulnibactina y vibriobactina de V. fluvialis, V. vulnificus y V. 

cholerae, respectivamente.  

En B. anthracis, la Spd es requerida para la síntesis de 

petrobactina.  

Diversas bacterias emplean Put, Cad y/o DAP en la 

biosíntesis de sideróforos de hidroxamato tipo NIS.  

Page & von Tigerstrom, 

1988; Brickman & 

Armstrong, 1996. 

Yamamoto et al., 1993; 

Okujo et al., 1994; Keating 

et al., 2000. 

Oves-Costales et al., 

2007. 

Burrell et al., 2012. 

Motilidad La Put y Cad fungen como moléculas quimiotácticas en P. 

aeruginosa y P. putida. 

En Proteus mirabilis, la Put funge como señal para el 

desarrollo del swarming, mientras en E. coli, el mismo tipo de 

motilidad requiere de Spd. 

La motilidad independiente de flagelo en Acinetobacter 

baumannii requiere DAP. 

En D. zeae, la motilidad tipo swimming y swarming son 

dependientes de Put. 

Taguchi et al., 1997; 

Corral-Lugo et al., 2016. 

Sturgill et al., 2004; 

Kurihara et al., 2009. 

 

Skiebe et al., 2012. 

 

Shi et al., 2019. 

Crecimiento 

vegetal 

La Spd producida por B. subtilis OKB105 induce la expresión 

de genes de expancina e inhibe la síntesis de etileno, 

promoviendo el crecimiento de tabaco. 

Xie et al., 2014. 

Patogénesis En Shigella, niveles elevados de Spd se asocian con una 

mayor supervivencia durante la infección, mientras la falta 

Cad aumenta la su patogenicidad en los tejidos del huésped. 

La virulencia de Y. pestis requiere Put y/o Spd. 

La Cad y Spd están asociadas con la colonización y 

desarrollo de neumonía en ratón por Streptococcus 

pneumoniae.                     

Maurelli et al., 1998; 

Barbagallo et al., 2011. 

Wortham et al., 2010. 

 

Shah et al., 2011. 
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En Salmonella enterica serovar Typhimurium, la invasión, 

supervivencia intracelular, muerte de Caenorhabditis elegans 

e infección sistémica en ratón por fiebre tifoidea requiere Put 

y/o Spd. 

P. mirabilis exhibe una invasión a células uroteliales 

dependiente de Put. 

La inactivación de la síntesis y transporte de Put de D. zeae, 

reduce significativamente su virulencia en arroz. 

Jelsbak et al., 2012. 

 

 

 

Kurihara et al., 2013. 

 

Shi et al., 2019. 

Estructural Los peptidoglicanos de Selenomonas ruminantium, 

Veillonella alcalescens y V. parvula contienen Cad o Put. 

En Anaerovibrio lipolytica, la Spd y Cad constituyen parte del 

peptidoglicano. 

La Put está asociada a los lipopolisacáridos de P. mirabilis. 

Kamio et al., 1981; 1987; 

Kamio & Nakamura, 1987. 

Hirao et al., 2000. 

 

Vinogradov & Perry, 2000. 

Crecimiento 

celular 

La Spd es esencial para el crecimiento de P. aeruginosa, 

Campylobacter jejuni y Borrelia burgdoferi. Mientras para 

Ralstonia solanacearum su crecimiento requiere Put. Aunque 

muchas bacterias no tienen un requerimiento absoluto de 

PAs, la reducción de su contenido intracelular afecta su 

crecimiento en diferentes niveles.  

Nakada & Itoh, 2003; 

Hanfrey et al., 2011; 

Bontemps-Gallo et al., 

2018; Lowe-Power et al., 

2018; Michael, 2018. 

 

1.2 Biosíntesis de poliaminas 

 

Las PAs son derivadas de la descarboxilación de L-ornitina (L-Orn), L-

arginina (L-Arg) y L-lisina (L-Lys), mediada por enzimas dependientes de piridoxal 

5'-fosfato (PLP), las cuales exhiben el plegamiento alanina racemasa o aspartato 

aminotransferasa. Una de estas enzimas es la ornitina descarboxilasa (ODC; EC 

4.1.1.17), que sintetiza Put a partir de L-Orn, la cual en E. coli puede inducirse por 

acidez (speF) o expresarse constitutivamente (speC) [Fig. 1] (Burrell et al., 2010).  

 

La diamina Put es el precursor de Spd y Spm, la síntesis de la primera 

requiere la adición de un grupo aminopropil proveniente de la descarboxilación de 

S-adenosilmetionina (SAM), mientras la segunda emplea dos. Dichas reacciones 

son catalizadas por las sintasas de Spd (EC 2.5.1.16) y Spm (EC 2.5.1.22), 

respectivamente (Peeg, 1986; Shah & Swiatlo, 2008). 



13 

 

Figura 1.  Ruta de síntesis de PAs en E. coli y B. subtilis. El diagrama muestra la vía caracterizada 

en E. coli, en el cual las flechas sombreadas indican las reacciones presentes en B. subtilis. Los 

genes marcados en negro corresponden a los presentes en ambos organismos, mientras en rojo y 

azul se muestran los genes propios de E. coli y B. subtilis, respectivamente. La ruta biosintética en 

E. coli contiene 2 ODC (codificadas por speC y speF), contrario a B. subtilis que carece de esta 

enzima. Las flechas punteadas resumen la biosíntesis de L-Arg. Abreviaturas no mostradas en el 

texto: SAMDC (S-adenosilmetionina descarboxilasa), dcSAM (S-adenosilmetionina 

descarboxilado), SS (Spd sintasa) y TMA (tiometiladenosina). Revisado en: Bowman et al., 1973; 

Igarashi et al., 1986; Yamamoto et al., 1997; Sekowska et al., 1998; Shah & Swiatlo, 2008. 

 

Alternativamente, la Put puede ser sintetizada mediante las reacciones de 

arginina descarboxilasa (ADC; EC 4.1.1.19) y agmatinasa (EC 3.5.3.11) [Fig. 1]. 

En B. subtilis y Synechocystis sp., esta vía indirecta es la única ruta biosíntetica de 

PAs (Sekowska et al., 1998; Kera et al., 2018), mientras en organismos como P. 

aeruginosa PAO1 la Put puede generarse mediante las agmatina deiminasa 

(aguA; EC 3.5.3.12) y N-carbamoilputrescina amidohidrolasa (aguB; EC 3.5.1.53), 

que catalizan la conversión de agmatina (Agm) a Put a través del intermediario N-

carbamoilputrescina (Nakada & Itoh, 2003). 
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La Cad es sintetizada de L-Lys por acción de la lisina descarboxilasa (LDC; 

EC 4.1.1.18) y por las descarboxilasas bifuncionales denominadas lisina/ornitina 

descarboxilasa (L/ODC; EC 4.1.1.18/EC 4.1.1.17) presentes en S. ruminantium, V. 

vulnificus y Sinorhizobium meliloti (Yamamoto et al., 1997; Takatsuka et al., 2000; 

Burrell et al., 2010; Becerra-Rivera et al., 2018).  

 

En E. coli, la Cad puede fungir como sustrato alternativo de la Spd sintasa y 

contender contra el déficit de PAs, mediante la síntesis de la triamina 

compensatoria aminopropilcadaverina (ApCad) [Fig. 1] (Bowman et al. 1973; 

Igarashi et al., 1986). Esta última, en conjunto con la aminobutilcadaverina 

(AbuCad), HSpd y aminobutilhomoespermidina (AbuHSpd) están presentes en un 

grupo de α- y β-proteobacterias comúnmente llamado rizobias (Fujihara, 2009; 

Weir, 2016). 

 

1.3 Rizobias 

 

Estas bacterias comprenden ~100 especies, incluyendo tanto fijadoras 

como no fijadoras de nitrógeno. Las cuales se distribuyen en géneros como: 

Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium o Agrobacterium. En 

ambientes limitantes de nitrógeno, ciertos organismos fijadores pueden entablar 

una relación simbiótica con las raíces de plantas leguminosas y reducir el 

nitrógeno atmosférico en órganos especializados denominados nódulos (Soto et 

al., 2006, Weir, 2016, Poole et al., 2018). 

 

La fijación de nitrógeno requiere la diferenciación de las bacterias a 

bacteroide, la cual se da a través de un continuo intercambio de señales entre 

planta y endosimbiontes. El proceso inicia cuando los flavonoides presentes en los 

exudados de la raíz activan la expresión de los genes de nodulación bacterianos 

que sintetizan y secretan de factores Nod (lipoquitooligosacaridos), los cuales son 

reconocidos por la planta. Dichas moléculas en conjunto con señales microbianas 
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adicionales, permiten que las bacterias ingresen a la raíz a través del hilo de 

infección, estructura que crece hacia la corteza donde eventualmente se 

desarrollará el nódulo (Leigh et al., 1985; Soto et al., 2006). 

 

1.4 Sinorhizobium meliloti 

 

Es una bacteria Gram negativa capaz de sintetizar el exopolisacárido 

succinoglicano (EPS-I), que al igual que los factores Nod es esencial para una 

simbiosis efectiva con diversas especies de los géneros Medicago, Melilotus y 

Trigonella. No obstante, algunas cepas S. meliloti son capaces de producir un 

segundo exopolisacárido llamado galactoglucano (EPS-II), el cual previene los 

defectos simbióticos por ausencia del EPS-I en M. sativa (Leigh et al., 1985; 

Glazebrook & Walker, 1989; Lehman & Long, 2013). 

 

1.5 Poliaminas en S. meliloti 

 

En comparación a otras rizobias, S. meliloti cuenta con una vía de síntesis 

PAs más compleja, resultando en un mayor contenido de PAs que incluye Put, 

Spd, HSpd, DAP y NSpd (Becerra-Rivera et al., 2018; Becerra-Rivera & Dunn, 

2019). En S. meliloti 1021, las ADC y ODC son codificadas por sma0682 y 

sma0680, ubicados en un operón del plásmido pSymA (Schlüter et al., 2013). 

Probables antiportadores de Agm/Arg (sma0684) y Put/Orn (sma0678) están 

ubicados de forma adyacente a estas descarboxilasas (Dunn, 2017), dicha 

organización es típica en las descarboxilasas inducibles por acidez (Kanjee & 

Houry, 2013). 

 

Esta α-proteobacteria también presenta una descarboxilasa bifuncional 

(L/ODC), la cual es codificada por el gen cromosomal smc02983 (Becerra-Rivera 

et al., 2018). Dicha enzima, probablemente es clave en la biosíntesis de PAs en 

rizobias, ya que a diferencia de la ODC, ortólogos de esta L/ODC están presentes 

en especies de Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium y Bradyrhizobium 

(Becerra-Rivera & Dunn, 2019). 
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En S. meliloti, la Put puede emplearse para generar HSpd o Spd [Fig. 2] 

(Dunn, 2017). Contrario a esta última, la HSpd es sintetizada en una sola reacción 

mediada por la homoespermidina sintasa (HSS; EC 2.5.1.44), cuyo gen se localiza 

en el cromosoma de la bacteria. La reacción inicia con la desaminación oxidativa 

de una molécula de Put, un mecanismo dependiente de nicotinamida adenina 

dinucleótido (NAD+). El semialdehído resultante reacciona con una segunda Put 

produciendo un intermediario de imina que es reducido por el NADH, sintetizando 

HSpd (Shaw et al. 2010; Shaw, 2011).  

 

La HSS es una proteína bien distribuida en α-, γ- y δ-proteobacterias, 

particularmente en patógenos como Legionella pneumophila, P. aeruginosa o 

Brucella sp. (Shaw, 2011; Krossa et al., 2016). Y es capaz de usar diversos 

sustratos como Spd + Put, Spd + Cad o Put + Cad, sintetizando DAP y HSpd, 

AbuCad y DAP o solo AbuCad, respectivamente (Böttcher et al., 1994; Fujihara, et 

al. 1995; Shaw et al., 2010; Shaw, 2011; Krossa et al., 2016). 

 

La síntesis de Spd en S. meliloti es catalizada mediante una ruta 

"alternativa" descrita en V. cholerae, la cual no involucra una Spd sintasa o SAM 

descarboxilado (Lee et al., 2009; Dunn, 2017). En su lugar emplea L-aspartato ß-

semialdehído (L-Asp ß-SA) y las enzimas carboxinorespermidina (CNSpd) 

deshidrogenasa (SMb21630; EC 1.5.1.43) y CNSpd descarboxilasa (SMb21631; 

EC 4.1.1.96), las cuales catalizan dos reacciones secuenciales para producir Spd 

de Put [Fig. 2] (Shaw et al., 2010; Hanfrey et al., 2011). 

 

Ambas enzimas están codificadas en el plásmido pSymB y también 

participan en síntesis de NSpd. La CNSpd deshidrogenasa media una reacción 

dependiente NADPH y transfiere un grupo aminopropil donado por L-Aspß-SA a 

Put o DAP, formando carboxiespermidina (CSpd) o CNSpd, respectivamente. Los 

cuales son descarboxilados en una segunda reacción dependiente de PLP, para 

finalmente producir Spd o NSpd (Lee et al., 2009; Hanfrey et al., 2011). 
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Figura 2. Vía de síntesis de PAs en S. meliloti 1021. Esta ruta está basada en las anotaciones 

presentes en Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes y la similitud de secuencia con V. 

cholerae. Las flechas punteadas resumen la biosíntesis de arginina. Abreviaturas no mostradas en 

el texto: L-Glu (L-glutamato), α-KG (α-cetoglutarato), CANSDH (CNSpd deshidrogenasa) y 

CANSDC (CNSpd descarboxilasa). Modificado de: Becerra-Rivera et al., 2018.  

 

Los precursores de la biosíntesis de NSpd son sintetizados por las enzimas 

ácido diaminobutírico (DABA) aminotransferasa (RhbA; EC 2.6.1.76) y DABA 
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descarboxilasa (RhbB; EC 4.1.1.86) [Fig. 2]. Estas constituyen dos reacciones 

continuas, la primera es reversible y liga el grupo amino del L-glutamato a L-Aspß-

SA, formando ácido L-2,4-diaminobutírico que es descarboxilado a DAP por DABA 

descarboxilasa (Lee et al., 2009; Michael, 2016). Ambas enzimas han sido 

caracterizadas en la síntesis del sideróforo rizobactina en S. meliloti 1021 (Lynch 

et al., 2001). 

 

1.6 Antecedentes 

 

En rizobias, diversas investigaciones han demostrado la importancia de las 

PAs en múltiples procesos fisiológicos. Por ejemplo, en R. leguminosarum bv. 

viciae 3841 (Shaw, 2011) y A. tumefaciens C58 (Kim et al., 2016; Wang et al., 

2016) se observó que la inhibición o inactivación de la ODC disminuye 

fuertemente los niveles intracelulares de PAs, resultando en una reducción 

significativa de su crecimiento celular. Asociado a estos defectos Wang et al. 

(2016) reportó mayor síntesis de celulosa y formación de biofilm. En ambos 

organismos todos los fenotipos fueron restaurados por Put exógena. 

 

Además del crecimiento o formación de biofilm, la motilidad es otro proceso 

alterado por los niveles de PAs. El desplazamiento sobre superficies (swarming) 

es abatido en una mutante en HSS de R. etli CNPAF512 (Braeken et al., 2008), 

este fenotipo también fue descrito en una mutante en rhbA (DABA 

aminotransferasa) de S. meliloti 1021. De acuerdo con el transcriptoma de fadD, 

una mutante de S. meliloti con mayor swarming, la expresión de algunos genes 

como rhbB (DABA descarboxilasa) incrementó considerablemente (Nogales et al., 

2010). Como se mencionó anteriormente, ambos genes (rhbA y rhbB) están 

involucrados en la biosíntesis de DAP [Fig. 2] y rizobactina (Lynch et al., 2001). 

 

Las PAs también han sido implicadas en mecanismos de resistencia a 

estrés abiótico. En S. fredii P220, los niveles de HSpd son incrementados o 

reducidos al cultivarla en condiciones acidas o salinas, respectivamente. Este 
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compuesto ha sido propuesto como parte de un mecanismo de equilibrio de 

cargas intracelulares (Fujihara & Yoneyama, 1993). Por otra parte, una mutante de 

HSS en R. tropici CIAT899 presenta poca tolerancia a estrés salino y reducción de 

la biomasa de los nódulos formados en Phaseolus vulgaris (López-Gómez et al., 

2016b). De manera consistente, la HSpd es la poliamina más abundante en 

nódulos formados por rizobias como S. meliloti o R. tropici (Fujihara, 2009; López-

Gómez et al., 2014; López-Gómez et al., 2016a; 2016b). 

  

De acuerdo con Vassileva e Ignatov (1999), la adición de Put, Spd o Spm 

exógenas incrementa la biomasa y fijación de nitrógeno en nódulos formados por 

R. galagae HAMBI 540 en Galega orientalis. Estas moléculas posiblemente son 

usadas por los microsimbiontes como fuente de energía, además de promover la 

captación de malato en los bacteroides como en la simbiosis B. japonicum USDA 

110-Glycine max (Whitehead et al., 2001). 

 

En la relación simbiótica S. meliloti 1021-M. sativa, recientemente se 

demostró que la adición de triaminas (Spd y Spm) incrementa la biomasa de raíz y 

brotes, la actividad de nitrogenasa e induce la acumulación de estas PAs en hojas 

(López-Gómez et al., 2017). Al igual que en soya y M. truncatula, los autores 

reportaron cambios en los niveles de brassinosteroides (Terakado-Tonooka & 

Fujihara, 2008; López-Gómez et al., 2016a; López-Gómez et al., 2017). En 

resumen, las PAs influyen en la fisiología de numerosos organismos, incluidas las 

rizobias. Por ende, elucidar la vía de síntesis de PAs en S. meliloti, mediante la 

mutagénesis de pasos clave, así como su caracterización fisiológica, 

proporcionará una mejor comprensión de la biología de este organismo. 

 

1.7 Hipótesis 

 

En S. meliloti 1021, la (i) transcripción y (ii) actividad de agmatinasa 

(SMc01802) es sumamente baja (Díaz et al., 2011; Dunn, datos no publicados), 

(iii) incluso su sustrato (Agm) no se ha podido detectar entre sus PAs 
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intracelulares. Por el contrario, (iv) la expresión y actividad de arginasa 

(SMc03091) es muy alta (Arteaga et al., datos no publicados), sintetizando L-Orn 

para la ODC (SMa0680) y L/ODC (SMc02983). Por lo tanto, hipotetizamos que la 

biosíntesis de Put en S. meliloti ocurre a través de SMa0680 y/o SMc02983 y 

no mediante la vía de ADC/Agmatinasa. 

 

1.8 Objetivo general 

 

Caracterizar los efectos fisiológicos de la inactivación de la Odc y L/Odc en 

Sinorhizobium meliloti Rm8530. 

 

1.9 Objetivos particulares 

 

Generar mutantes simples (sma0680 y smc02983) y una mutante doble 

(sma0680 smc02983), mediante mutagénesis dirigida. 

Confirmar los fenotipos de las mutantes por ensayos enzimáticos de 

descarboxilación de aminoácidos. 

Analizar el crecimiento de las mutantes en condiciones normales y bajo 

estrés abiótico. 

Realizar un análisis del contenido de poliaminas mediante HPTLC.  

Evaluar la producción de exopolisacáridos, motilidad y formación de biofilm 

de una mutante deficiente de poliaminas. 

Determinar la importancia de la biosíntesis de poliaminas en la simbiosis S. 

meliloti-M. sativa. 

Purificar ambas descarboxilasas y determinar sus especificidades de 

sustrato (L-Lys, L-Orn o L-Arg). 
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2. Resultados 
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3. Resultados adicionales 

 

3.1 Crecimiento celular 

 

 Con pocas excepciones, las PAs son necesarias para el óptimo crecimiento 

de diversas bacterias (Michael, 2018). En S. meliloti Rm8530, la mutagénesis del 

gen smc02983 (mutante odc2) reduce notablemente su crecimiento y contenido de 

HSpd, Spd y Put en medio mínimo (Becerra-Rivera et al., 2018). Sin embargo, 

aunque en medio rico (Py) sus niveles de Put y HSpd fueron casi abatidos [Fig. 

3B], su crecimiento no muestra diferencias con respecto a la cepa wild-type [Fig. 

3A]. Probablemente debido a su mediano contenido intracelular de Spd [Fig. 3B], 

sugiriendo que esta triamina es esencial para el crecimiento normal de S. meliloti. 

No obstante, cabe mencionar que el perfil de PAs en la mutante odc2 exhibe Spm 

[Fig. 3B], una tetramina común en eucariontes (Michael, 2016). La cual 

posiblemente proviene del medio rico (Dunn, 2017) y se desconoce si es capaz de 

compensar la ausencia de otras PAs. 

 

 

Figura 3. Cinética de crecimiento y contenido de PAs de cultivos de S. meliloti Rm8530 en Py. (A) 

Las cepas wild-type, odc1, odc2 y odc1 odc2 están representadas por los colores negro, azul, 

verde y rosa, respectivamente. (B) Detección de PAs dansiladas de cultivos de 24 h por HPTLC. 

Los carriles en la placa son: S, PAs estándar; 1, Rm8530; 2, odc1; 3, odc2 y 4, odc1 odc2. 
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Consistente con lo observado en medio rico, el defecto en el crecimiento de 

odc2 es revertido por la suplementación de Put o Spd (1 mM). Sin embargo, la 

adición de estos compuestos modificó el contenido de PAs en la cepa wild-type 

(Becerra-Rivera et al., 2018). En A. tumefaciens, una mutante auxotrofa de PAs 

exhibe una reducción en su crecimiento similar a odc2, la cual es restaurada por 

concentraciones mayores a 1 mM de Put (Kim et al., 2016; Wang et al., 2016). 

 

Para determinar si concentraciones 10 o 100 veces menores a 1 mM son 

capases de restituir el crecimiento de odc2 al nivel wild-type, cultivos en medio 

mínimo fueron tratados con Put exógena al 0.1 y 0.01 mM. Ambas 

suplementaciones resultaron en un crecimiento especifico normal [Fig. 4A], 

sugiriendo que transporte de esta diamina en S. meliloti es más eficiente que en A. 

tumefaciens. Lo cual podría deberse a la mayor cantidad de trasportadores 

hipotéticos de Put en S. meliloti 1021. 

 

 

Figura 4. Crecimiento específico (μ, generaciones h-1) y HPTLC de PAs dansiladas de S. meliloti 

con o sin Put exógena. (A) Los valores de μ fueron normalizados al promedio de tres cultivos 

independientes sin Put (No PAs) de Rm8530, (100% corresponde a 0.169 ± 0.01). Las barras 

negras y grises indican a las cepas wild-type y odc2, respectivamente. (B) Las muestras en la placa 

fueron purificadas de cultivos de 28 h en medio mínimo con Put exógena y representan a: 1; 

Rm8530 y 2; odc2. S; contiene PAs estándar. Las diferencias significativas fueron determinadas de 

acuerdo a la prueba de LSD de Fisher. 
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3.2 Motilidad 

 

Los cambios en los niveles de PAs modifican otros procesos fisiológicos 

además del crecimiento. Por ejemplo, mientras el µ de Rm8530 es reducido 20% 

por 1 mM de NSpd exógena, su nado fue completamente abatido. De manera 

similar, la adición de Spd y Spm (1 mM) inducen el mismo fenotipo en la motilidad 

(Becerra-Rivera et al., 2018; Becerra-Rivera et al., 2020). Aunque los efectos de 

concentraciones menores de estas PAs en el crecimiento de S. meliloti aun no son 

analizados. La adición de 0.1 y 0.01 mM de NSpd y Spd revelaron una inhibición 

dosis dependiente en el nado de las cepas odc2 y wild-type (Becerra-Rivera et al., 

2020).  

 

 

Figura 5. Motilidad de S. meliloti Rm8530 en placas de medio semisólido con o sin Put exógena. 

Las barras negras y grises representan las cepas wild-type y odc2, respectivamente. El área 

promedio fue calculada a partir de tres experimentos independientes. Las concentraciones de Put 

se indican en figura. De acuerdo con la prueba de LSD de Fisher, las columnas marcadas con la 

misma letra no muestran diferencias significativas.  
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Contrario a las triaminas, la suplementación con 1 mM de Put promovió 

30% la motilidad de la cepa Rm8530. Mientras en odc2 además de restaurar su 

nado, lo incrementa 15% sobre el nivel wild-type (Becerra-Rivera et al., 2020). No 

obstante, aunque concentraciones menores (0.01 y 0.1 mM) disminuyeron ~20% 

el nado de Rm8530 [Fig. 5], no mostraron ningún efecto en la cepa mutante. Estos 

datos demuestran que el papel de la Put en la motilidad depende de su 

concentración. Un efecto similar fue observado en D. zeae donde concentraciones 

de 0.01 y 0.1 mM de Spd no afectan su nado, mientras 1 mM lo reduce 

drásticamente (Shi et al., 2019). 

 

Es importante señalar que la adición 0.01 y 0.1 mM de Put exógena resulta 

en un menor contenido de HSpd en las cepas Rm8530 y odc2, en contraste a 

cultivos wild-type sin PAs. Sin embargo, los niveles de esta diamina incrementan 

fuertemente en presencia de 1 mM Put [Fig. 4B], dicho cambio podría ser 

responsable del incremento en su motilidad. Considerando que la HSpd es una de 

las PAs más comunes en rizobias (Becerra-Rivera & Dunn, 2019), es posible que 

juegue un papel importante en la fisiología de estas bacterias.  

 

4. Discusión 

 

4.1  Regulación de los niveles de poliaminas en S. meliloti  

 

4.1.1 Síntesis de putrescina 

 

En eucariontes, la regulación de los niveles de PAs ha sido bien estudiada 

en los diferentes niveles, transcripcional, traduccional y postraduccional (Miller-

Fleming et al., 2015). No obstante, en bacterias este mecanismo aún continúa 

describiéndose. En S. meliloti Rm8530 la principal ruta de síntesis de Put es 

mediante la descarboxilación de L-Orn vía ODC2 (Becerra-Rivera et al., 2018), 

codificada a partir del gen smc02983. Este contiene un promotor dependiente de 
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sigma 70 (Becerra-Rivera & Dunn, 2019) que se expresa fuertemente en medio 

mínimo y bajo estrés ácido, contario a condiciones de alta salinidad (Domínguez-

Ferreras, et al 2006; Becerra-Rivera et al., 2018). Otros factores que regulan 

negativamente este gen son la Put, Spd y NSpd, las cuales han demostrado inhibir 

en diferentes niveles la actividad de ODC (Kashiwagi & Igarashi, 1988; Yamamoto 

et al., 1988). 

 

La ODC2 también es capaz de catalizar la conversión de L-Lys a Cad, pero 

con menor eficiencia (Becerra-Rivera et al., 2018), similar a las L/ODC de S. 

ruminantium y V. vulnificus que exhiben mayor afinidad por L-Orn. Cabe señalar 

que ambas descarboxilasas son sensibles al inhibidor difluorometilornitina 

(Takatsuka et al., 2000; Lee et al., 2007). Por el contrario, la adición de este 

inhibidor no afecta la actividad específica de ODC en células vivas de S. meliloti, 

su contenido de PAs o crecimiento en medio mínimo (Dunn & Becerra-Rivera, 

datos no publicados), mientras que en R. leguminosarum bv. viciae 3841 reduce 

drásticamente su síntesis de Put y crecimiento celular (Shaw, 2011). Ya que 

ortólogos de esta proteína están presentes en diferentes rizobias, es probable que 

sea la enzima clave en la biosisntesis de PAs (Becerra-Rivera & Dunn, 2019). 

 

En S. ruminantium, la regulación postraduccional de la L/ODC ha sido 

descrita detalladamente. La cual requiere la proteína ribosomal L10 que media su 

degradación a través de una proteasa dependiente de ATP. A pesar de mostrar 

una secuencia diferente a la antizima eucarionte, L10 promueve la degradación de 

la ODC de ratón. Tanto la proteína L10 como la antizima eucarionte reconocen el 

mismo sitio de unión en la L/ODC de S. ruminantium, donde los residuos K103, 

K123 y K126 son esenciales (Yamaguchi et al., 2002; 2006).  

 

En S. meliloti, además de encontrar un ortólogo de la proteína L10, también 

se muestra una similitud en secuencia de aminoácidos de ~40% entre su ODC2 y 

la L/ODC de S. ruminantium, que incluye al residuo K123 mientras K103 y K126 

están sustituidos por una L-Ala y L-Arg, respectivamente. Esta última sustitución 
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es estructuralmente similar a L-Lys y también ocurre en la ODC de ratón (Becerra-

Rivera & Dunn, 2019).  

 

Una segunda ODC está presente en S. meliloti, la ODC1 es parte de un 

operón (Schlüter et al., 2013) el cual comprende a los genes sma0682, sma0680, 

sma0678 y sma0677 (ADC, ODC1, PotE y un transportador hipotético de 

glutamato/aspartato, respectivamente). Aunque la expresión de estos genes en 

medio mínimo es alta, la actividad de ODC1 y ADC es significativamente menor en 

comparación a ODC2 (Arteaga et al., datos no publicados; Becerra-Rivera et al., 

2018). 

 

4.1.2 Homoespermidina 

 

Una de las PAs más comunes en rizobias es la HSpd, cuyos niveles 

responden a diversos factores (Fujihara & Yoneyama, 1993; Fujihara, 2009; 

López-Gómez et al., 2016b). Por ejemplo, el incremento de la concentración 

intracelular de Mg2+, que conduce a un mayor contenido de HSpd (Fujihara & 

Yoneyama, 1994; Fujihara, 2009). En S. meliloti Rm8530, los niveles de esta 

triamina son aumentados casi al doble o reducidos a trazas por Put o NSpd 

exógenas (1 mM), respectivamente. Bajo condiciones de alta salinidad, el 

contenido de HSpd es fuertemente reducido en especies de Sinorhizobium 

(Fujihara & Yoneyama, 1993; Becerra-Rivera et al., 2018). Mientras en medio rico, 

el contenido de esta triamina en S. meliloti es menor [Fig. 3B] con respecto a su 

crecimiento en medio mínimo (Becerra-Rivera et al., 2018). 

 

4.1.3 Biosíntesis de espermidina y norespermidina 

 

Al igual que Spd, la síntesis de NSpd requiere las enzimas CNSpd 

deshidrogenasa y descarboxilasa, codificadas por los genes smb21630 y 

smb21631, respectivamente (Dunn, 2017). Sin embargo, esta última triamina 

también emplea a la DABA aminotransferasa (rhbA) y descarboxilasa (rhbB) para 

la biosíntesis de su precursor DAP [Fig. 2]. Transcripcionalmente, smb21630 es 
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reprimido por altos niveles de cAMP en S. meliloti 2011 (Krol et al., 2016), 

mientras en condiciones de swarming rhbA, rhbB y smb21630 incrementan su 

expresión (Amaya-Gómez, 2013). 

 

Los niveles de Spd en S. meliloti Rm8530 son reducidos ~30% en cultivos 

suplementados con 1 mM de Put (Becerra-Rivera et al., 2018), mientras en 

concentraciones 10 y 100 veces menor la síntesis de esta triamina es sumamente 

activa [Fig. 4B], sugiriendo una inhibición dosis dependiente de la actividad de 

CNSpd deshidrogenasa y/o descarboxilasa. En V. alginolyticus, la actividad de 

ambas enzimas es reducida ~28% por Spd (Nakao et al., 1991), lo cual 

correlaciona con la disminución del contenido intracelular de esta y la acumulación 

de Put durante el crecimiento de S. meliloti en presencia de Spd exógena. 

Contrario a otras PAs, el contenido de Spd se mantiene constante bajo alta 

salinidad (Becerra-Rivera et al., 2018), a pesar de la sobreexpresión de CNSpd 

descarboxilasa reportada en la cepa 2011 (Shamseldin et al., 2006).  

 

A diferencia de Spd, la capacidad inhibitoria de NSpd es mayor y reduce la 

actividad de DABA descarboxilasa, CNSpd deshidrogenasa y descarboxilasa a 

menos de la mitad (Nakao et al., 1991). Consistente con la fuerte acumulación de 

DAP y ausencia de Spd en células de S. meliloti cultivadas con NSpd exógena 

(Becerra-Rivera et al., 2018; Becerra-Rivera & Dunn, 2019). Cabe señalar que los 

niveles de esta triamina en S. meliloti están limitados a la fracción ligada a 

macromoléculas. Sin embargo, en la mutante odc2 se identificaron trazas de esta 

poliamina en la fracción libre (Becerra-Rivera et al., 2018).    

 

4.2 Poliaminas en la fisiología de S. meliloti 

 

4.2.1 Resistencia a estrés abiótico 

 

Como se mencionó anteriormente, las PAs están asociadas a una amplia 

gama de procesos fisiológicos en bacterias y otros organismos (Michael, 2016; 

2018). En este trabajo se demostró que estas moléculas además de ser 
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necesarias para el crecimiento de S. meliloti Rm8530, son particularmente 

importantes en la resistencia al estrés abiótico (Becerra-Rivera et al., 2018; 

Becerra-Rivera et al., 2020).  

 

La resistencia a alta salinidad, acidez y estrés oxidativo es disminuida 

notablemente en una mutante (odc2) con un bajo contenido de PAs libres. La cual 

reduce ~15% su crecimiento en medio mínimo con 300 mM de NaCl y ~40% a pH 

5.5 o con 0.33 mM de H2O2 (Becerra-Rivera et al., 2018; Becerra-Rivera et al., 

2020). En el primer caso, la menor tolerancia a estrés salino puede ser explicada 

por la interrupción de un mecanismo homeostático, ligado al nivel de PAs (Fujihara 

& Yoneyama, 1994; Fujihara, 2009).  

 

En E. coli y S. fredii, la alta osmolaridad resulta en una disminución de su 

contenido de Put y HSpd, respectivamente (Munro et al., 1972; Fujihara & 

Yoneyama, 1993). La cual está asociada a la importación de K+, exportación de 

Mg2+ y acumulación de L-glutamato. Estos cambios comprenden un mecanismo 

de equilibrio de cargas que mantiene la electroneutralidad en un medio hipertónico 

(Fujihara & Yoneyama, 1993; 1994).  

 

 Aunque dichos iones no fueron cuantificados en cultivos de S. meliloti 

Rm8530 bajo estrés salino, los niveles de Put y HSpd son fuertemente reducidos 

(Becerra-Rivera et al., 2018). Sin embargo, en la mutante odc2 donde la síntesis 

de PAs es limitada, es probable que este equilibrio de cargas no funcione 

adecuadamente, ya que la falta de K+ en un ambiente hipertónico bloquea la 

exportación de Mg2+ y compromete la disminución de HSpd intracelular de S. fredii 

P200 (Fujihara & Yoneyama, 1994). Por lo tanto, es plausible que la ausencia de 

Put y HSpd en odc2 [Fig. 3B] repercuta en la importación de K+ y exportación de 

Mg2+. 

 

 La resistencia a estrés ácido en bacterias es mediada a través de diversos 

cambios fisiológicos (Kanjee & Houry, 2013). Por ejemplo, la descarboxilación de 
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L-Lys la cual consume protones citoplasmáticos y se acopla a la importación y 

excreción de L-Lys y Cad, respectivamente. Permite un ciclo continuo de consumo 

de H+, así como la neutralización del medio externo mediante la exportación de 

Cad (Soksawatmaekhin et al., 2004). 

 

 En condiciones ácidas, S. fredii P200 incrementa su contenido de HSpd, 

molécula que ha sido propuesta como un amortiguador que neutraliza los H+ 

incorporados a la célula (Fujihara & Yoneyama, 1993), mientras S. meliloti 

Rm8530 mantiene constantes sus niveles de HSpd y Spd (Becerra-Rivera et al., 

2018). No obstante, considerando que S. fredii no es incapaz de sintetizar Spd 

(Becerra-Rivera & Dunn, 2019), es probable que esta triamina pueda fungir como 

un segundo amortiguador en S. meliloti durante el estrés ácido, lo cual explicaría 

porque la mutante odc2 es más sensible a esta condición (Becerra-Rivera et al., 

2018). 

 

Bajo estrés oxidativo, en E. coli las PAs promueven la expresión de 

diferentes genes, incluyendo a los factores transcripcionales OxyR, SoxR y EmrR 

(Tkachenko & Nesterova, 2003; Sakamoto et al., 2015). El primero está bien 

conservado en proteobacterias como S. meliloti, donde regula la expresión de la 

catalasa KatA, la cual es esencial para contrarrestar este tipo de estrés (Hérouart 

et al., 1996; Lehman & Long, 2018). Sin embargo, la actividad de catalasa en 

extractos de células expuestas a un shock de H2O2 no presenta diferencias entre 

las cepas wild-type y odc2 (Becerra-Rivera et al., 2020). Por lo tanto, la mayor 

sensibilidad a H2O2 de la mutante odc2 debe estar asociada a otro mecanismo.  

 

4.2.2 Producción de exopolisacáridos 

 

S. meliloti Rm8530 es capaz de sintetizar el EPS-I o succinoglicano y EPS-

II o galactoglucano (Becker et al., 2002), los cuales son importantes para enfrentar 

diversos tipos de estrés abiótico. Aunque solo el primero ha demostrado tener una 

importante participación durante la adaptación a pH bajo, además de disminuir los 
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niveles de H2O2 in vitro, el EPS-II puede compensar la ausencia del succinoglicano 

durante el estrés oxidativo (Lehman & Long, 2013, Hawkins et al., 2017).  

 

En la mutante odc2, la síntesis de ambos exopolisacáridos es 

significativamente menor al nivel wild-type. Defecto que es restaurado por la 

complementación genética, revelando una correlación directa con el contenido de 

Put, Spd o HSpd y la producción de estos polímeros. Cabe mencionar que el 

fenotipo de la cepa odc2 también puede ser revertido por la adición de PAs (Spd y 

NSpd) propias de S. meliloti (Becerra-Rivera et al., 2020). 

 

El EPS-I es un octasacárido constituido por una galactosa y siete residuos 

de glucosa modificados con grupos succinilo, acetilo y piruvilo, mientras el EPS-II 

se compone por una galactosa y glucosa. La biosíntesis de ambos 

exopolisacaridos es un proceso complejo que involucra un extenso grupo de 

elementos genéticos. Veintidós genes organizados en cinco operones (wga, wgc, 

wggR, wgd y wge) y un cluster de 28 genes exo/exs para el galactoglucano y 

succinoglicano, respectivamente (Becker et al., 2002; Janczarek, 2015). 

 

En E. coli, el modulón de PAs es un conjunto de genes que comprende 

hasta el momento 20 miembros, cuya traducción es promovida por Put (Igarashi & 

Kashiwagi, 2015; Sakamoto et al., 2015). Aunque este no ha sido identificado en 

S. meliloti, estas moléculas principalmente forman complejos con el ARN (Igarashi 

& Kashiwagi, 2015), por lo tanto, es posible que influyan en la síntesis de diversas 

proteínas. 

 

4.3 Motilidad y formación de biofilm 

 

Una nodulación efectiva requiere que las rizobias se desplacen y colonicen 

las raíces de leguminosas. Por ende, la motilidad y formación de biofilm son 

procesos de suma importancia (Poole et al., 2018). En la mutante odc2, el nado es 

fuertemente reducido, mientras en la cepa Rm8530 la adición de Spd y NSpd 
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exógenas lo inhiben de manera dosis dependiente (Becerra-Rivera et al., 2020). 

Aunque la diamina Put también es capaz de inhibir la motilidad, su efecto es 

considerablemente menor y está limitado a concentraciones micromolares, ya que 

en dosis milimolar restablece y promueve el nado de las cepas odc2 y wild-type, 

respectivamente [Fig. 5]. 

 

Contrario a los patógenos P. mirabilis y D. zeae cuya motilidad depende de 

Put (Sturgill & Rather, 2004; Shi et al., 2019), el nivel de PAs en la mutante odc2 

reveló que concentraciones bajas de esta diamina son dirigidas a la síntesis de 

Spd, mientras concentraciones mayores parecen inhibir esta vía y redirigirla a la 

biosíntesis de HSpd [Fig. 4B]. Sugiriendo que esta triamina es clave para el nado 

en S. meliloti, similar a lo reportado en R. etli CNPAF512 donde la HSpd es 

necesaria para su motilidad (Braeken et al., 2008). 

 

En S. meliloti, la motilidad y formación de biofilm son mecanismos opuestos 

(Amaya-Gómez et al., 2015), lo cual es consistente con el incremento en la 

formación de biofilm en la mutante odc2 (Becerra-Rivera et al., 2020). En diversas 

bacterias, las PAs son capaces de modificar este proceso. Por ejemplo, en A. 

tumefaciens C58 la formación de biofilm es aumentada cuatro veces en una 

mutante autótrofa de PAs (Δodc) (Wang et al., 2016), mientras en V. cholerae su 

producción es regulada por NSpd, Spm o Spd (Cockerell et al., 2014). 

 

La adición de Spd y NSpd exógenas reduce significativamente el biofilm 

sintetizado por odc2 (Becerra-Rivera et al., 2020). De manera similar, la Spd 

previene la formación de biofilm y evita su sobreproducción en V. cholerae y Δodc, 

respectivamente (Cockerell et al., 2014; Wang et al., 2016). En ambos 

organismos, la formación de biofilm es directamente proporcional a la síntesis de 

polisacáridos, mientras en la mutante odc2 de S. meliloti Rm8530 la producción de 

EPS-I y II es menor (Cockerell et al., 2014; Wang et al., 2016; Becerra-Rivera et 

al., 2020).  
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4.4 Simbiosis 

 

La nodulación es un proceso complejo que requiere un constante dialogo 

molecular entre planta y bacterias (Poole et al., 2018). S. meliloti es un 

microendosimbionte de distintas especies de leguminosas, incluyendo M. sativa 

(alfalfa). En la cual, a diferencia de otras plantas los defectos simbióticos causados 

por la ausencia del EPS-I son revertidos por el EPS-II (Leigh et al., 1985; 

Glazebrook & Walker, 1989). Consistente con esto, plantas infectadas con la cepa 

odc2 reducen su actividad de nitrogenasa, peso seco y altura (Becerra-Rivera et 

al., 2020). 

 

Por el contrario, el número de nódulos formados por la mutante incrementó 

drásticamente, aunque su tamaño y biomasa fue menor, incluso exhibieron una 

coloración blanquecina (Becerra-Rivera et al., 2020), características típicas en 

nódulos ineficaces (Hardarson et al., 1981; Singleton & Stockinger, 1983; 

Regensburger et al., 1986; Glazebrook & Walker, 1989). El contenido de PAs en 

estas estructuras, fue fuertemente reducido en contraste a nódulos formados por 

la cepa Rm8530, mientras que en hojas no se observaron diferencias (Becerra-

Rivera et al., 2020). Una mutante en HSS de R. tropici CIAT899, produce nódulos 

con biomasa disminuida, sugiriendo un defecto en la organogénesis asociado a la 

ausencia de HSpd (López-Gómez et al., 2016b). 

 

 La suplementación con Put, restauró la altura y peso en plantas infectadas 

con odc2. Sin embargo, también promovió la altura y biomasa en plantas 

inoculadas con la cepa wild-type (Becerra-Rivera et al., 2020), indicando que las 

PAs en alfalfa pueden estar involucradas en su crecimiento. Diversos estudios han 

demostrado que las PAs provocan alteraciones en los niveles hormonales de las 

plantas (Palma et al., 2013; 2014; Radhakrishnan & Lee, 2013; López-Gómez et 

al., 2016a). Por ejemplo, la Spd producida por B. subtilis OKB105 disminuye el 

nivel de etileno e induce la expresión de genes de expansina en tabaco. Mientras 

la primera inhibe el alargamiento de la raíz en numerosas plantas, las proteínas de 
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expansina promueven la división y extensión celular, estimulando el crecimiento 

vegetal (Choi et al., 2003; Xie et al., 2014). 

 

 Sorprendentemente, aunque la Put exógena aumento el número de nódulos 

y redujo su biomasa, no alteró la actividad de nitrogenasa en plantas infectadas 

con la cepa odc2 o con Rm8530. El análisis del contenido de PAs en nódulos 

formados por la mutante, reveló un ligero incremento. No obstante, este continuó 

por debajo del nivel wild-type (Becerra-Rivera et al., 2020). Lo cual es consistente 

con López-Gómez et al. (2016b), quienes reportaron una directa correlación entre 

mayor fijación de nitrógeno y altos contenidos de Put, Spd y Spm en bacteroides 

de R. tropici en frijol. 

 

 En nódulos wild-type, la complementación química provocó una sutil 

reducción en los niveles de Spm, HSpd, Spd y Put (Becerra-Rivera et al., 2020). 

Similar a lo observado en nódulos formados por S. meliloti en M. sativa, donde su 

contenido de HSpd, Cad y Put es disminuido en presencia de Spd y Spm 

exógenas. Por el contrario, este tratamiento demostró acumulación de ambas 

traminas en hojas, así como mayor biomasa en raíz y brotes (López-Gómez., 

2017). En plantas inoculadas con la mutante odc2 y la cepa Rm8530, el 

tratamiento con Put no mostró acumulación de esta diamina en hojas, aunque 

aumentó los niveles de Spd y Spm (Becerra-Rivera et al., 2020), sugiriendo que la 

Put exógena es transformada a estas triaminas mediante las sintasas de Spd y 

Spm de la planta, además de un flujo preferencial hacia el área foliar. 

 

5. Conclusión 

 

La biosíntesis de PAs en S. meliloti Rm8530 es mediada principalmente por 

una L/ODC (ODC2). Al igual que en muchos procariontes, cambios en los niveles 

de estas moléculas afectan su crecimiento, resistencia a estrés abiótico, 

producción de exopolisacáridos, motilidad y el desarrollo de una simbiosis efectiva 
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en alfalfa. Por el contrario, un bajo contenido de PAs promueve la formación de 

biofilm [Fig. 6]. 

 

Aunque algunos de los fenotipos observados (tolerancia a estrés, formación 

de biofilm o simbiosis) pueden atribuirse a la alteración en la síntesis de 

exopolisacáridos, las PAs han demostrado ser capases de modificar la expresión 

de numerosos reguladores transcripcionales en E. coli (Igarashi & Kashiwagi, 

2015; Sakamoto et al., 2015). Por lo cual, investigar si mecanismos similares 

ocurren en S. meliloti es esencial. 

 

 

Figura 6. Biosíntesis y roles fisiológicos de las PAs en S. meliloti Rm8530. El esquema muestra la 

enzima clave (ODC2) en la síntesis de PAs. Diversos procesos requieren niveles intracelulares 

óptimos de estas moléculas (→), contrario a la formación de biofilm (─ι). 

 

6. Perspectivas 

 

Identificar cambios potenciales en la trascripción y/o traducción entre las 

cepas wild-type y odc2. 
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Caracterizar el hipotético sistema sensor de PAs, NspS/MbaA. 

 Asignar PAs especificas a procesos particulares. 
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7. Anexo 
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