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nismo del Centro de Biotecnologia y Genémica de Plan-

tas centra su trabajo en el analisis de aspectos relacio-
nados con la sintesis de metaloenzimas y la sefializacion en
la interaccion Rhizobium-leguminosa. La simbiosis Rhizo-
bium-leguminosa es una asociacion altamente especifica en
la que la bacteria infecta de forma controlada a la planta,
colonizando las células del cortex radicular en bacteroides
capaces de fijar nitrdgeno atmosférico que transfiere a la
planta en forma de amonio (Fig. 1). A cambio, la planta
provee a la bacteria de un habitat protegido con acceso a
sustratos carbonados en forma de acidos organicos.

Los trabajos desarrollados por el grupo en los Gltimos afios
nos han permitido describir aspectos fundamentales en la ruta
de biosintesis de la hidrogenasa FeNi de Rhizobium legumino-
sarum, una metaloenzima que recicla el hidrégeno producido
por la nitrogenasa en el proceso de fijacion de nitrogeno. La
sintesis de esta enzima requiere de la participacion de un
conjunto de 18 genes (hupSLCDEFGHIIKhypABFCDEX), muchos
de ellos implicados en la sintesis y ensamblaje del cofactor
metalico NiFe(CN),CO. Las funciones descritas recientemente
por nuestro grupo se refieren a la participacion de dos de los
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productos génicos del claster hup (HupF y HupK) como inter-
mediarios en el proceso de ensamblaje del precursor de dicho
cofactor en la subunidad estructural HupL de la enzima. HupK
actlia como una proteina de andamiaje, mientras que HupF
protege a HupL de la presencia de oxigeno durante el proceso
de biosintesis (Albareda et al., 2012; 2014)

Por otro lado, hemos abordado el estudio del mecanismo
de provision de niquel para la sintesis de la hidrogenasa. El
principal sistema de transporte esta constituido por una per-
measa (HupE) que actla como un sistema altamente espe-
cifico de difusion facilitada permitiendo la entrada de este
elemento a favor de gradiente de concentracion mantenido
por la unién del cation a proteinas intracelulares (Albareda
et al., 2015). La homeostasis celular de este metal, toxico a
concentraciones moderadas, es mantenida en R. legumino-
sarum bv viciae UPM791 por la accion de sistemas de salida
de cationes metalicos como el sistema DmeRF que hemos
descrito recientemente (Rubio-Sanz et al., 2013)

El trabajo del grupo se orienta también hacia el analisis
de los sistemas de sefializacion planta bacteria relevantes
para la simbiosis. Dicha sefializacion incluye efectores tras-
locados mediante sistemas de secrecion de tipo III (T3SS)
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Figura 1. Simbiosis Rhizobium-leguminosa. A) Nédulos
inducidos en raices de guisante (Pisum sativum) por la bacteria
Rhizobium leguminosarum bv viciae (Rlv). B) Células infectadas
de un nédulo como los mostrados en A con bacteroides de Rlv
UPM791 marcados con GFP.

y de tipo VI (T6SS), que son capaces de exportar protei-
nas sintetizadas por la bacteria al citoplasma del simbion-
te vegetal. Hemos identificado este tipo de sistemas de
secrecion en varias cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium.
Resultados preliminares indican que mutantes afectados
especificamente en el T3SS de Bradyrhizobium modifican el
rango de hospedadores efectivos de dicha bacteria.

El establecimiento y funcionamiento de la fijacién sim-
bidtica de nitrdgeno por esta simbiosis requiere de la pro-
liferacion de bacterias en la superficie de las raices de la
leguminosa. En dicho incremento poblacional operan las
sefiales de qudrum sensing que permiten un comportamien-
to coordinado en respuesta a la acumulacion de sefales de
tipo acil-homoserin-lactona (AHL). Con el fin de avanzar en
el conocimiento de la relevancia simbiética de este tipo de
comunicacion intercelular estamos analizando el efecto de
mutaciones en los dos sistemas de quérum sensing presentes
en Rhizobium leguminosarum bv viciae UPM791. Los datos
disponibles permiten deducir que uno de los sistemas es
esencial para la simbiosis, y que su importancia depende de
determinantes génicos presentes en plasmidos cripticos de la
cepa (Sanchez Cafiizares et al., manuscrito en preparacion).

El analisis de las funciones simbioticas nos ha permitido
obtener diversas evidencias que indican que la leguminosa
hospedadora es capaz de modificar el comportamiento del
microsimbionte en aspectos relacionados con la expresion
de la actividad hidrogenasa, el transporte de niquel e inclu-
so la propia capacidad de fijacion de nitrogeno. En uno de
los proyectos de investigacion actualmente en desarrollo
estamos abordando el estudio de las bases moleculares
de este efecto del huésped. Para ello estamos analizando
mutantes que son efectivos en un huésped (Pisum sativum)
e inefectivos en una segunda leguminosa (Lens sculenta),
un fenotipo simbi6tico inusual que hemos denominado Hse
(Host-specific symbiotic efficiency). La complementacion de
estos mutantes con una genoteca genémica nos ha permiti-
do identificar una regién del cromosoma de Rhizobium legu-
minosarum posiblemente implicada en la sintesis de nuevas
sefales de la bacteria que permiten la regulacion fina de la
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especificidad en la eleccion de leguminosa huésped.

Un aspecto de interés en la simbiosis es el analisis de
nuevos sistemas Rhizobium-leguminosa. En colaboracién con
el grupo dirigido por el Dr. Juan Imperial hemos descrito la
diversidad de microsimbiontes capaces de nodular de forma
eficiente la leguminosa Lupinus maria-josephae, un endemis-
mo recientemente descubierto en una zona del Levante espa-
fiol (Pascual, 2004). El analisis filogenético de las bacterias
capaces de asociarse con esta leguminosa ha revelado la exis-
tencia de una elevada biodiversidad en dicho grupo (Sanchez-
Cafizares et al., 2011; Duran et al., 2013) y ha conducido a la
definicion de una nueva especie de Bradyrhizobium (Duran et
al., 2014). La utilizacion de algunas de las cepas aisladas de
suelo como inoculante en experimentos de campo ha permiti-
do demostrar que la presencia de bacterias endosimbi6ticas es
un factor esencial para la conservacion de estas leguminosas
en sus habitats naturales (Navarro et al., 2014).

Un mejor conocimiento de la simbiosis Rhizobium-legumi-
nosa permitira la mejora de los sistemas de biofertilizacion
nitrogenada que constituyen una pieza clave en la definicion
de estrategias para la implementacion de una agricultura soste-
nible. El trabajo del grupo se ha financiado mediante proyectos
del Ministerio de Economia y competitividad (BI02013-43040-P
aJ.M.P), de la Fundacion BBVA (LUPICAL a T.R.A) y del Sistema
Alemén de Intercambio Académico (ref. 57050413 a L.R.).
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