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RESUMEN

Acinetobacter baumannii y Ralstonia solanacearum son dos especies bacterianas
patdgenas, filogenéticamente no relacionadas, que en los Ultimos afios han adquirido
una gran relevancia debido al impacto sanitario y agroalimentario que, respectivamente,
causan en todo el mundo. Por un lado, A. baumannii provoca infecciones nosocomiales
que, junto al aumento de cepas multirresistentes, hacen que algunas de estas
infecciones sean practicamente intratables. Por otro lado, R. solanacearum es
responsable de la marchitez bacteriana, una enfermedad letal que afecta a mas de 200
especies vegetales, disminuyendo la producciéon de numerosos cultivos de interés para

la industria agroalimentaria.

Una caracteristica comin de ambos microorganismos es su capacidad de
moverse. A. baumannii puede desplazarse, en funcidn de la cepa, a través del
movimiento asociado a los pili de tipo IV, conocido como twitching; o mediante un
movimiento independiente de apéndices denominado surface-associated motility. En el
caso de R. solanacearum, esta especie exhibe los movimientos twitching y swimming,
este Ultimo asociado a flagelos. Al ser la motilidad bacteriana determinante para la
virulencia de muchos patdgenos, el objetivo global de la presente Tesis Doctoral es la
identificacion de genes implicados en la motilidad de ambos microorganismos,
permitiendo asi establecer nuevas dianas terapéuticas.

En la cepa de A. baumannii ATCC 17978, capaz de desplazarse exclusivamente
mediante surface-associated motility, se evalud la implicaciéon en este proceso de las
proteinas RecA (regulador positivo del sistema SOS) y A1S_2813 (andloga al
componente quimiotactico CheW). Los estudios realizados mostraron que ambas
proteinas estan involucradas en el surface-associated motility, la respuesta
quimiotactica y la virulencia. Ademas, estas funciones son llevadas a cabo a través de

la interaccidn especifica entre ambas proteinas.

Por otro lado, en R. solanacearum GMI1000 se evalud la funcién de las proteinas
Pill y ChpA, ambas analogas a los componentes del sistema quimiotéactico flagelar CheW
y CheA, respectivamente, y a su vez homdlogas a componentes del sistema
quimiotactico asociado a pili de tipo IV. Los resultados obtenidos determinaron la
implicacion de ambas proteinas en la motilidad twitching, la capacidad para incorporar
DNA a través de la transformacion natural, la formacion de biofilm, la adherencia a raices
de tomatera y la virulencia. Paralelamente, los resultados obtenidos con los mutantes
deficientes en los genes que codifican las subunidades de pilina (PilA) y flagelina (FIiC)
permitieron establecer que, PilA estd involucrado en la motilidad swimming, mientras

que FIiC participa en la formacién del biofilm y en la adhesidn a raices de tomatera.



Los resultados de la presente Tesis Doctoral ponen de manifiesto la importancia
de la motilidad bacteriana en el proceso patogénico tanto de A. baumannii como de R.
solanacearum, abriendo nuevos frentes de investigacion para su utilizacion como dianas

terapéuticas.



RESUM

Acinetobacter baumannii i Ralstonia solanacearum sdén dues espeécies de bacteris
patogens filogenéticament no relacionats que, en els Ultims anys, han adquirit una gran
rellevancia a causa de l'impacte sanitari i agroalimentari que, respectivament, causen
en tot el mon. D'una banda, A. baumannii provoca infeccions nosocomials que,
juntament amb ['augment de soques multiresistents, fan que algunes d'aquestes
infeccions siguin practicament intractables. D'altra banda, R. solanacearum és l'agent
causal del marciment bacteria, una malaltia letal que afecta a més de 200 espécies
vegetals, disminuint la produccié de nombrosos cultius d'interes per a la industria

agroalimentaria.

Una caracteristica comuna de tots dos microorganismes és la seva capacitat de
moure’s. A. baumannii pot desplagar-se a través del moviment associat a pili de tipus
IV, conegut com twitching; o mitjancant el moviment independent d'apéndixs,
denominat surface-associated motility. En el cas de R. solanacearum, aquesta espécie
exhibeix els moviments twitching i swimming, aquest Ultim associat a flagels. A I'ésser
la motilitat bacteriana determinant per a la viruléncia de molts patogens, I'objectiu global
de la present Tesi Doctoral és la identificacié de gens implicats en la motilitat de tots

dos microorganismes, permetent aixi identificar noves dianes terapéeutiques.

A la soca d’A. baumannii ATCC 17978, capac¢ de desplagar-se exclusivament
mitjancant surface-associated motility, es va avaluar la implicacié en aquest procés de
les proteines RecA (regulador positiu de sistema SOS) i A1S_2813 (analoga al
component quimiotactic CheW). Els resultats obtinguts van mostrar que les dues
proteines estan involucrades en la motilitat surface-associated motility, la resposta
quimiotactica i la virulencia. A més, aquestes funcions son dutes a terme mitjancant la

interaccid especifica entre les dues proteines.

D’altra banda, a la soca de R. solanacearum GMI1000 es va avaluar la funcié de
les proteines Pill i ChpA, totes dues analogues als components del sistema quimiotactic
flagel-lar CheW i CheA, respectivament, i alhora homologues a components de sistema
quimiotactic associat a pili de tipus IV. Els resultats obtinguts van evidenciar la implicacié
de totes dues proteines a la motilitat twitching, la capacitat per transformar DNA de
forma natural, de formar biofilm, d’adherir-se a les arrels de tomaquera i a la viruléncia.
Paral-lelament, els estudis realitzats amb els mutants deficients dels gens que codifiquen
les subunitats de pilina (PilA) i flagelina (FIliC) van permetre determinar que, d'una
banda, PilA esta involucrat en la motilitat swimming, mentre que FIiC participa en els

processos de formacid del biofilm i en I'adhesié a les arrels de tomaquera.

Els resultats de la present Tesi Doctoral posen de manifest la importancia de la

motilitat bacteriana en el procés patogénic tant d’A. baumannii com de R. solanacearum.



A més, la identificacid de nous gens implicats en els sistemes descrits obre nous fronts

de recerca per a la seva utilitzacié com a dianes terapéutiques.



ABSTRACT

Acinetobacter baumannii and Ralstonia solanacearum are two pathogenic
bacterial species that, despite not being phylogenetically related, have acquired a great
relevance in recent years, due to the sanitary and agri-food impact worldwide,
respectively. On the one hand, A. baumannii causes nosocomial infections that, with an
increasing number of multidrug resistant strains, some of these infections turn
practically intractable. On the other hand, R. solanacearum is responsible of bacterial
wilt, a devastating disease that affects more than 200 plant species, decreasing the
production of many crops of interest for the agri-food industry.

A common characteristic of both microorganisms is their ability to move. A.
baumannii is able to move through type IV pili-associated motility called twitching, or
by using an appendage-independent movement known as surface-associated motility.
In the case of R. solanacearum, this species exhibits twitching and the flagella-
associated motility called swimming. As bacterial motility is a determinant factor for the
virulence of many pathogens, the main objective of this Doctoral Thesis is the
identification of novel genes involved in the motility of both pathogens, which might
allow the identification of therapeutic targets.

In A. baumannii strain ATCC 17978, which is able to move exclusively through
surface-associated motility, the involvement in motility of the RecA (positive regulator
of the SOS system) and the A1S_2813 (analogous to the CheW chemotactic component)
proteins was evaluated. Results obtained revealed that both proteins are involved in
surface-associated motility, the chemotactic response and virulence. Furthermore, these

functions are carried out through the specific interaction between both proteins.

On the other hand, in R. solanacearum strain GMI1000, the function of the Pill
and ChpA proteins, both analogous to the CheW and CheA components of the flagellar-
chemotactic system, respectively, and homologous to components of the type IV pili-
associated chemotactic system, was evaluated. Results obtained determined the
involvement of both proteins in twitching motility, the ability to transform DNA naturally,
the biofilm formation, the root attachment and the virulence. Simultaneously, analysis
of the mutants deficient for the genes encoding the pilin (PilA) and flagellin (FIliC)
subunits showed that, while PilA is involved in swimming motility, FIiC participates in the

biofilm formation and tomato-root attachment processes.

The results of this Doctoral Thesis demonstrate the importance of bacterial
motility in the pathogenic process of both A. baumannii and R. solanacearum.
Furthermore, the identification of new genes involved in the described systems opens

up new research fronts for their usage as therapeutic targets.
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1. INTRODUCCION

1.1. Motilidad bacteriana

Las bacterias son microorganismos procariotas unicelulares percibidos
comunmente como individuos dispersos en ambientes plantdnicos. Sin embargo, estos
organismos son capaces de relacionarse como grupo y establecer colonias en superficies
diversas, permitiendo optimizar su crecimiento, acceder mas facilmente a nutrientes y
establecer mecanismos defensivos contra la desecacion o compuestos adversos. Uno de
los mecanismos por los cuales algunas bacterias son capaces de interaccionar
dinamicamente con su alrededor es su capacidad de moverse (Miyata et al. 2020;
Kearns 2010).

La motilidad bacteriana es el mecanismo que permite a las bacterias,
establecerse en un nicho ecoldgico, colonizar regiones mas favorables o evadir
condiciones de estrés (Harshey 2003; Nany Zusman 2016; Persat et al. 2015). Asi pues,
para muchas bacterias, la motilidad es esencial para el crecimiento, la supervivencia, la
interaccidon con células de la misma o diferente especie y la virulencia (Persat et al.
2015; Nan y Zusman 2016; Jarrell y McBride 2008).

1.1.1. Sistemas de motilidad bacteriana

Del mismo modo que la diversidad de entornos naturales es muy heterogénea,
las bacterias pueden presentan diversos sistemas de motilidad para adaptarse a las
distintas condiciones y, a su vez, la misma especie bacteriana puede presentar uno o
varios de estos sistemas. A continuacion, se detallan brevemente las caracteristicas
principales de los distintos mecanismos de motilidad bacteriana conocidos (Harshey
2003; Jarrell y McBride 2008; Miyata et al. 2020). Dicha clasificacion se muestra en la

Tabla 1.1, junto a la representacion de cada tipo de movimiento en la Figura 1.1.

Tabla 1.1 Clasificacion de los diferentes tipos de motilidad en funciéon de la maquinaria motriz.
Basado en datos de Harshey (2003), Pollitt y Diggle (2017) y Harding (2018).

Estructura Tipo de Velocldad Géneros bacterianos representativos
implicada motilidad (um/s) P
Swimming >40 Escherichia, Pseudomonas y Ralstonia
Flagelo Swarmin 2-10 Bacillus, Clostridium, Escherichia, Proteus,
g Pseudomonas, Salmonella, Vibrio y Yersinia
- . o _ Aeromonas, Acinetobacter, Legionella,
Pili de tipo IV Twitching 0,06-0,3 Neisseria, Pseudomonas, Ralstonia y Vibrio
Gliding 0,025-10 Myxococcus, Flavobacterium y Mycoplasma
Sliding 0,03-6 Streptococcus y Staphylococcus
No a§OCI_ado a Darting 1-2 Staphylococcus
apéndices
Kink propagation 12 Spiroplasma

Surface-associated

motility 0,5 Acinetobacter
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Swimming Sliding O

MJ_' 000000

Expansién por crecimiento colonial

Dartin
Rotacién del Flagelo g —
Swarming

Eyeccion de células del agregado

Kink propagation
Rotacién del Flagelo
Twitching —] —
(4 Y N\
Retraccién del pili de tipo IV Contraccién de citoesqueleto
Gliding — Surface-associated motility —

L%

Complejos de adhesion focal Secrecion de surfactantes mediante bombas

Figura 1.1 Representacion de los diferentes tipos de motilidad: dependiente de flagelos (swimming
y swarming), pili de tipo 1V (twitching) o independiente de apéndices (gliding, sliding, darting, kink

propagation y surface-associated motility). Modificado de Kearns (2010).

1.1.1.1. Movimientos asociados a flagelos bacterianos

El flagelo bacteriano es un apéndice anclado por un extremo a la pared
bacteriana y libre por el otro. Esta constituido por mas treinta proteinas para que, en su
conjunto, permitan la rotacidon del extremo libre, produciendo la fuerza de propulsion
necesaria para el desplazamiento bacteriano (Erhardt 2016; Bardy et al. 2003). Tanto
la localizacion como el numero de flagelos puede variar en funciéon de la especie
bacteriana, presentando uno o varios flagelos distribuidos a lo largo de toda la superficie
o0 bien concentrados en uno o los dos polos celulares (Bardy et al. 2003). Algunas
especies del grupo de las espiroquetas como Borrelia burgdorferi presentan un flagelo
especializado conocido como filamento axial o flagelo periplasmatico cuyo extremo libre
se localiza dentro del espacio periplasmatico (Charon y Goldstein 2002).

Dentro del dominio Bacteria, pueden encontrarse especies flageladas
practicamente en todos los filos descritos, lo que supondria la aparicion evolutiva del
flagelo bacteriano en etapas muy tempranas (Miyata et al. 2020). No obstante, la
estructura modelo del flagelo mas representativo es la descrita en las especies Gram-

negativas Escherichia coli y Salmonella enterica, en las que se conoce detalladamente

4
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su estructura y ensamblaje (Minamino y Imada 2015; Erhardt 2016). Asi pues, el flagelo
bacteriano se divide en tres estructuras principales: el filamento, el gancho y el cuerpo

basal, tal como se muestra en la Figura 1.2.

(Tapa del filamento) FIiD =——— 7 —_
(Filamento) FIiC o FIjB 4| \'\\

(Unidn filamento-gancho) FIgK y FIgL =—

ojuaweji4

(Gancho) FIgE

I
oyouen

Membrana externa FlgH (Anillo L)

FIgG (Varilla distal)

FlgB, FIgCy FIgF (Varilla proximal)
FliF, FIiE y FIhE (Anillo MS) —

(Estator) MotA y MotB

Jeseq odian)

Membrana interna

(Anillo C) FliG, FliMy FIiN
FIhA, FIhB, FliO, FIiP, FliQ, FIiR,
FliH, FIil y Fli

(Componentes citoplasmaticos)

Figura 1.2 Representacion esquematica del flagelo bacteriano tipo. Modificado de Chevance y
Hughes (2008).

El cuerpo basal, también conocido como motor flagelar, esta dividido en un rotor
formado por un estator, la varilla y varios anillos proteicos, todos ellos integrados en la
pared bacteriana (Berg 2003). El estator (MotA y MotB) es una bomba de protones que,
mediante el flujo de iones de hidrégeno o sodio a través de la membrana citoplasmatica,
genera la fuerza motriz necesaria para la rotacién flagelar (Erhardt 2016; Chaban et al.
2015). La varilla es un eje impulsor compuesto por cuatro proteinas (FlgG, FigB, FIgC y
FIgF) que forman la varilla proximal y distal, atravesando el espacio periplasmatico y
conectando los distintos anillos del cuerpo basal con el gancho y los componentes
internos del citoplasma (FIhA, FIhB, FliO, FliP, FIiQ, FliR, FliH, Flil y Fli]J). Los anillos
proteicos se encuentran ensamblados alrededor de la varilla y a su vez con la pared
bacteriana. En el caso de las bacterias Gram-negativas hay presentes cuatro anillos: el
anillo L (FigH), el anillo P (FIgI), el anillo MS (FIiF, FliE y FIhE) y el anillo C (FliG, FliM y
FIiN), mientras que en el caso de bacterias Gram-positivas, el flagelo no contiene los
componentes del anillo P ni del anillo L (Minamino y Imada 2015; Chevance y Hughes
2008; Nakamura y Minamino 2019). El gancho (FIgE), también Ilamado articulacion o
junta universal, transmite el movimiento del cuerpo basal al filamento. Por Ultimo, el
filamento o hélice, se compone de hasta veintemil subunidades de flagelina (FIliC o FIjB)
y de una tapa del filamento (FliD) (Chevance y Hughes 2008; Nakamura y Minamino
2019).
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Asi pues, la presencia y accion de todos los componentes descritos es necesaria
para el correcto ensamblaje y funcionamiento del flagelo, permitiendo el desplazamiento
de las bacterias flageladas tanto en medios liquidos (swimming) como en superficies

viscosas (swarming).

i) Swimming

La motilidad swimming, o movimiento natatorio, es el primer sistema de
motilidad descrito en bacterias que, mediante la rotacién flagelar, permite su
desplazamiento a velocidades superiores a 40 um/s, a través de medios liquidos o sobre
fluidos superficiales (Henrichsen 1972). Este movimiento ha sido estudiado en detalle
durante muchos afios, principalmente en las especies E. coli y S. enterica, aunque
también ha podido observarse en otras bacterias flageladas del dominio Bacteria; tales
como Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Ralstonia

solanacearum o Vibrio harveyi, entre otras (Sun et al. 2018; Harshey 2003).

Figura 1.3 Movimiento swimming de R. solanacearum GMI1000. (A) Patrén macroscépico del

movimiento y (B) visualizacion mediante microscopia dptica (MO).

Este movimiento es visible macroscépicamente (Fig. 1.3A) en placas de Petri con
medio semisdlido a una concentracién de agar de aproximadamente 0,3%, mostrando
un halo de crecimiento que, dependiendo de la especie, puede llegar a cubrir toda la
superficie del medio. El movimiento también puede ser visualizado mediante microscopia
optica (Fig. 1.3B), a partir de preparaciones liquidas o en las mismas placas con agar
semisdlido (Kearns 2010). A pesar de observase un halo de crecimiento aparentemente
homogéneo, las células bacterianas se mueven activamente de forma no organizada, es

decir, individualmente dentro de la poblacion (Henrichsen 1972; Harshey 2003).

i) Swarming

La motilidad swarming, o movimiento en enjambre, es un movimiento
dependiente de flagelo que permite el desplazamiento bacteriano a través de superficies

semisolidas o viscosas a una velocidad de entre 2 y 10 pm/s. A diferencia del swimming,
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la motilidad swarming es un desplazamiento multicelular donde se produce una
coordinacion de todas las células bacterianas de la poblacion mediante interacciones
intercelulares, promoviendo la secrecion de compuestos surfactantes, la especializacion
celular y la formaciéon de un frente de avance (Henrichsen 1972; Kearns 2010;
Verstraeten et al. 2008). El swarming, al igual que el swimming, esta muy extendido en
el dominio Bacteria. Algunos ejemplos de especies bacterianas son: Vibrio
parahaemolyticus, P. mirabilis, P. aeruginosa, S. enterica, E. coli y B. subtilis
(Verstraeten et al. 2008).

Figura 1.4 Movimiento swarming de P. aeruginosa PAO1. (A) Patrén macroscopico del movimiento

y (B) visualizacién mediante MO.

La visualizacion de este movimiento se realiza en placas de Petri con medio
semisdlido a unas concentraciones de agar variables, dependiendo de la especie. Este
amplio rango de concentracion de agar se debe a que, entre las bacterias capaces de
realizar motilidad tipo swarming, existen dos clases: los swarmers robustos, capaces de
moverse en medios con concentraciones de agar por encima del 1%; y los swarmers
moderados, los cuales se mueven a concentraciones de agar de entre el 0,3 y el 0,8%
(Partridge y Harshey 2013; Verstraeten et al. 2008).

Macroscopicamente (Fig. 1.4A), suele observarse un halo de crecimiento similar
al movimiento swimming, pero con una opacidad mayor debido a la proximidad existente
entre las células de la poblaciéon bacteriana. A nivel microscopico (Fig. 1.4B), puede
observarse un frente de avance, donde las células se encuentran alineadas de forma
ordenada y, en funcién de la especie, mas alargadas. Esta especializacién celular es
caracteristica de los swarmers robustos, en los que las células que participan suprimen
su divisién celular aumentando su longitud y nimero de flagelos por superficie (Sun
et al. 2018; Harshey 2003; Kearns 2010; Rather 2005).

1.1.1.2. Pili de tipo IV y movimiento twitching

El otro mecanismo de motilidad bacteriana dependiente de apéndices es el
asociado a pili de tipo IV, dentro del cual Unicamente se encuentra el movimiento tipo
twitching. Los pili de tipo IV son apéndices filamentosos retractiles, anclados por un
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extremo a la pared bacteriana y que, comparados con los flagelos, suelen ser mas
delgados y de longitud variable, aunque su complejidad estructural es equiparable,
conociéndose mas de treinta proteinas implicadas en su estructura y biosintesis (Gordon
y Wang 2019; Bardy et al. 2003; Jarrell y McBride 2008; Merz et al. 2000). Ademas del
movimiento twitching, los pili de tipo IV también estan implicados en una amplia gama
de funciones incluyendo: la adhesion, la formacién de biofilms y la transferencia
horizontal de DNA. Asimismo, este apéndice es una diana de reconocimiento para
muchos bacteriéfagos, estando su ausencia o mutacion relacionada con la adquisicién

de resistencia a estos virus (McCallum et al. 2019; Mattick 2002).

Dentro del dominio Bacteria, este apéndice ha sido descrito en numerosos
géneros bacterianos (Miyata et al. 2020). No obstante, su presencia se concentra en las
bacterias Gram-negativas, principalmente del filo Proteobacteria. Algunos ejemplos son
especies como: Neisseria meningitidis, R. solanacearum, P. aeruginosa, Legionella
pneumophila, V. cholerae, M. xanthus, A. baumannii y la mayoria de enterobacterias.
Otros grupos taxonomicos como los filos Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus y
Acidobacteria también incluyen bacterias con pili de tipo IV y, en el caso de bacterias
Gram-positivas, el filo Firmicutes (Pelicic 2008; Mattick 2002). Del mismo modo que
ocurre con los flagelos, el modelo mas representativo de los pili de tipo IV es el descrito
en bacterias Gram-negativas, concretamente en P. aeruginosa y N. meningitidis (Pelicic
2008; McCallum et al. 2019). Asi pues, el pili de tipo IV bacteriano se divide en cuatro
estructuras basicas: el filamento, las ATPasas, las proteinas integrales de membrana y

la secretina, tal como se muestra en la Figura 1.5.

El filamento estd formado por miles de subunidades de pilina en distribucién
helicoidal. Estas subunidades son sintetizadas en forma de prepilina, conteniendo un
péptido sefal que es reconocido por una peptidasa de membrana (PilD) que permite su
migracion y ensamblaje. Existen diversos tipos de subunidades capaces de polimerizarse
y formar el pili de tipo 1V, la pilina mayor (PilA) es la unidad mas abundante que forma
casi la totalidad del filamento. Por otro lado, existe un conjunto de subunidades
funcionalmente equivalentes de abundancia reducida, conocidas como pilinas menores
(PilE, PilV, PilW, PilX y FimU), las cuales optimizan el ensamblaje y retraccién del pili. En
el extremo del filamento se encuentra una proteina adhesina (PilYl) cuyo extremo N-
terminal es relativamente variable, permitiendo la adherencia de los pili a distintas
superficies (McCallum et al. 2019; Pelicic 2008; Mattick 2002).

Las proteinas integrales de membrana (PilC y PilG) forman la base del pili de
tipo IV. La polimerizacion y despolimerizacion del filamento son llevadas a cabo por dos
ATPasas con funcién inversa para polimerizar (PilB y PilF) o despolimerizar (PilT y PilU).
Ademas, también existe un subcomplejo de alineamiento (PilM, PilN, PilO y PilP) el cual
rodea la base de los pili y las ATPasas, estabilizando todo el complejo. Por ultimo, la
secretina (PilQ), junto a proteinas accesorias de estabilizacién (PilF, TsaP y FimV), forma

el poro de membrana externa por el cual se prolonga el pili hacia el exterior del cuerpo
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celular (Pelicic 2008; McCallum et al. 2019; Maier y Wong 2015). En bacterias Gram-
positivas, la ausencia de los componentes PilP y PilQ se compensa con la extension de

las proteinas integrales de membrana (Melville y Craig 2013).
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e =
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Figura 1.5 Representacion esquematica del pili de tipo IV. Modificado de Mattick (2002) y Maier y
Wong (2015).

Como se ha dicho anteriormente, la motilidad twitching, o movimiento de
contraccidon, es un desplazamiento dependiente de pili de tipo IV, producido sobre
superficies soélidas menos hidratadas que aquellas en las que se producen los
movimientos ya descritos (Harshey 2003; Henrichsen 1972). La base del
desplazamiento se debe a que, en un primer periodo, durante la extension del filamento
mediante la polimerizacién de las subunidades de pilina, este se adhiere a una superficie
solida. Una vez adherido, se inicia la retraccién del pili de tipo IV mediante la
despolimerizacion del mismo, lo que produce un arrastre de la célula bacteriana,
promoviendo su avance a una velocidad de entre 0,06 y 0,3 um/s. Una vez finalizado,
el ciclo vuelve a repetirse mediante la extensidn y adhesién de nuevos pili de tipo IV
(Mattick 2002; Harshey 2003; Merz et al. 2000).

El movimiento twitching, al igual que la motilidad swarming, es un tipo de
desplazamiento multicelular y organizado cuyo avance parece intermitente y desigual,
sin ningun tipo de frente de avance a lo largo del eje celular. Por otro lado, a pesar de
ser considerado un movimiento poblacional, se ha demostrado que células individuales
también pueden realizar dicho movimiento de forma limitada (Skerker y Berg 2001;

9



INTRODUCCION

Mattick 2002). Este movimiento parece hallarse limitado taxondmicamente dentro del
filo Proteobacteira, donde las especies mas caracteristicas son P. aeruginosa, N.
meningitidis y M. xhantus (Mattick 2002; Harshey 2003; Burrows 2012). En lo referente
a bacterias Gram-positivas, este tipo de movimiento se ha descrito en especies del

genero Streptococcus y Clostridium (Piepenbrink y Sundberg 2016).

Para poder visualizar el movimiento twitching, se han descrito dos métodos de
inoculacion de la bacteria objeto de estudio: en superficie y profundidad. En ambas
metodologias se utilizan placas de Petri con medio de cultivo a altas concentraciones de
agar, generalmente por encima del 1%. El primer método de inoculacién se realiza en
la superficie del agar, en la que la visualizacion macroscopica es dificil de determinar
debido a que la proliferacién bacteriana se limita a un crecimiento colonial (Fig. 1.6A).
Mediante microscopia 6ptica, con este método de inoculacion el twitching se exhibe
alrededor de la colonia donde se observan unas prolongaciones irregulares de
crecimiento bacteriano formado por unas pocas capas de células (Fig. 1.6B).

Figura 1.6 Movimiento tipo twitching mediante el método de inoculaciéon en superficie para R.
solanacearum GMI1000, (A) visto con lupa o (B) mediante MO; e inoculacién en profundidad para

A. baumannii MAR002, (C) bajo observacién macroscépica o (D) mediante MO.

El otro método de inoculacién consiste en atravesar el medio hasta poner en
contacto la bacteria con la superficie plastica de la placa, teniendo lugar el crecimiento
bacteriano en la interfase agar-plastico. Macroscépicamente (Fig. 1.6C), la motilidad
twitching se manifiesta como un halo tenue situado en la interfase agar-plastico, por lo
que se suelen utilizar tinciones para facilitar su visualizacidn. Microscépicamente (Fig.
1.6D), el movimiento twitching se observa de forma similar al método anterior, pero con
una mayor superficie de células activas. Se considera que las condiciones superficiales

con este método de inoculacién (base de plastico de la placa de Petri, suave y regular)
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favorecen el desplazamiento twitching respecto al anterior (inoculacién en la superficie
del agar), donde el medio presenta irregularidades y porosidades que dificultan el
movimiento mediado por pili de tipo IV (Mattick 2002; Harshey 2003).

1.1.1.3. Desplazamientos no dependientes de apéndices

Teniendo en cuenta los distintos sistemas de motilidad bacteriana conocidos,
este ultimo grupo integra aquellos mecanismos independientes tanto de flagelo como de
pili de tipo IV cuyas bases moleculares son poco conocidas en comparacion con las de
los dos apéndices.

La mayoria de estos movimientos han sido descritos en grupos taxondmicos
concretos, cuya presencia podria deberse a los entornos de alta viscosidad donde estas
bacterias habitan y que, probablemente, promovieron que los mecanismos de motilidad
resultantes evolucionaran de los ya descritos, debido a la excesiva cantidad de energia
requerida para mover los grandes apéndices (Miyata et al. 2020). Todo ello conlleva a
un grupo muy heterogéneo, pudiendo incluir movimientos tanto individuales como
colectivos, activos o pasivos. Asi pues, este grupo incluye los movimientos gliding,

sliding, darting, kink propagation y surface-associated motility.

i) Gliding

La motilidad gliding, o por deslizamiento, es un tipo de desplazamiento activo
en superficies solidas poco himedas, caracterizado inicialmente por no utilizar apéndices
celulares bien definidos. Las bases moleculares han sido durante largo tiempo
desconocidas, sin embargo, gracias a los avances en técnicas moleculares y de
microscopia, se ha podido caracterizar un conjunto de mecanismos que podrian mediar
en todas las formas gliding conocidas, que permiten el avance bacteriano a velocidades
muy variables, de 0,025 a 10 pm/s, en funcién del mecanismo efector implicado
(Henrichsen 1972; McBride 2001; Jarrell y McBride 2008). Este tipo de movimiento ha
sido identificado en todo el dominio Bacteria. Sin embargo, su estudio mas exhaustivo
se centra en tres grandes grupos: las mixobacterias (miembro del filo Proteobacteria),

el grupo Cytophaga-Flavobacterium y las micobacterias (Harshey 2003; McBride 2001).

En el caso de las mixobacterias, el grupo mas estudiado, se han descrito dos
tipos de desplazamientos gliding. El primero, llamado gliding social, es un movimiento
poblacional mediado por pili de tipo IV y que, a pesar de que algunos autores lo
consideran motilidad twitching, otros lo separan por las peculiaridades en cuanto a sus
componentes. El otro tipo de movimiento gliding descrito es el conocido como gliding
aventurero, el cual difiere del anterior por ser un movimiento individual, independiente

de pili de tipo IV y visible en placas de Petri con medio a concentraciones de agar al
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1,5% (Mignot et al. 2007). La fuerza motriz necesaria para este desplazamiento es
llevada a cabo por unas bombas de protones, llamadas complejos focales de adhesion,
similares al estator de los flagelos y situados por toda la superficie celular en distribucion
helicoidal (Fig. 1.7A). Ademas, también se produce una secrecion de surfactantes como

material adherente para facilitar la propulsidon bacteriana (Nan y Zusman 2016).

A. Gliding en Mixobacterias B. Gliding en Cytophaga-Flavobacterium

S ), m

Fibra helicoidal

Motor
Membrana interna

Peptidoglican
Membrana externa

& ——Membrana interna
= - Motor
Peptidoglicano™
= ~ Membrana externa
Base E—

" Proteinas Adhesinas Base
Limo

Modelo A Modelo B

. Sustrato . L.
Proteinas de carga Complejos focales de adhesion

Modelo A Modelo B

C. Gliding en Micoplasmas

__-Tentéculo

Modelo Medusa

Figura 1.7 Esquema representativo de los mecanismos de desplazamiento gliding, (A) descrito en
mixobacterias, (B) el grupo Cytophaga-Flavobacterium y (C) los micoplasmas. Imagen modificada
de Nan y Zusman (2016).

Otros mecanismos son los descritos en el grupo Cytophaga-Flavobacterium (Fig.
1.7B), basado en el transporte de adhesinas hacia la superficie, y en los micoplasmas
(Fig. 1.7C), en los cuales una matriz con pequefios complejos proteicos se adhieren a
una superficie para, posteriormente, impulsar a la célula y generar el movimiento
(McBride 2001; Nan y Zusman 2016; Harshey 2003; Jarrell y McBride 2008).

ii) Sliding

La motilidad sliding es un tipo de desplazamiento independiente de apéndices,
cuyo avance se basa en el crecimiento bacteriano y la produccion de compuestos
surfactantes que reducen la friccidn entre las células y el sustrato, generando un
desplazamiento de entre 0,03 a 6 ym/s (Henrichsen 1972; Jarrell y McBride 2008;
Martinez et al. 1999). Este crecimiento, mediante division celular, genera un impulso
expansivo que se transmite a los bordes de la colonia y que, combinado con compuestos
tensioactivos como lipopéptidos, lipopolisacaridos y glucolipidos liberados, forma un halo
de crecimiento laminar, compacto y uniforme de células que se desplaza lentamente
como una unidad poblacional (Fig. 1.8A y B). A diferencia de los movimientos descritos
anteriormente, el sliding es un movimiento pasivo. Esta diferencia se debe a que, en la
motilidad activa se requiere un mecanismo dependiente de energia mediante el cual las

bacterias pueden dirigir la direccionalidad de su desplazamiento, mientras que en la
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motilidad pasiva el movimiento se basa en la modulacién del entorno para generar el
movimiento. Se han descrito muchos géneros bacterianos filogenéticamente dispersos
capaces de realizar sliding, tales como: Mycobacterium, Pseudomonas, Serratia, Bacillus
y Staphylococcus (Harshey 2003; Pollitt y Diggle 2017; Martinez et al. 1999).

Figura 1.8 Movimiento tipo sliding de Mycobacterium smegmatis mc?. (A) Patrén macroscopico del

movimiento y (B) su imagen mediante MO. Imagen modificada de Martinez et al. (1999).

A su vez, el movimiento sliding se divide en tres grupos en funcion de los
compuestos secretados. En el primero se encuentran aquellos que requieren Unicamente
los surfactantes ya mencionados; el segundo grupo, requiere ademas una secrecion
adicional de exopolisacaridos y; en el Ultimo grupo, se encuentran aquellas bacterias
cuyo sliding requiere compuestos no surfactantes. Al ser muchos de los componentes
secretados necesarios para otros procesos como la formacién de biofilms, se sugiere que
este movimiento podria representar una etapa intermedia de desarrollo (Pollitt y Diggle
2017; Holscher y Kovacs 2017; Stewart et al. 2009).

ili) Darting

La motilidad darting es otro sistema de desplazamiento pasivo, producido por
las fuerzas expansivas desarrolladas en un agregado celular que, en un momento
determinado, producen la eyeccidn de una de las células del agregado hacia un area

vacia, donde se formara un nuevo agregado celular.

K
Voed s
QV:«’:‘.‘\':?
L

L,
2

Figura 1.9 Movimiento tipo Darting de Staphylococcus xylosus S04002 mediante microscopica

electrénica. Imagen modificada de Dordet-Frisoni et al. (2008).
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A nivel microscépico, se pueden observar agregados inmdéviles, distribuidos al
azar sobre una superficie que, tras un lapso de tiempo, comporta la aparicién de nuevas
células individuales localizadas en zonas antes vacias cercanas al agregado (Fig. 1.9)
(Henrichsen 1972). Este peculiar movimiento solo ha sido observado en las especies
Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus xylosus, alcanzando en condiciones
optimas unas velocidades de entre 1 y 2 um/s (Pollitt y Diggle 2017; Dordet-Frisoni
et al. 2008).

iv) Kink propagation

El movimiento descrito como kink propagation es un desplazamiento exclusivo
de Spiroplasma melliferum, uno de los microorganismos sin pared bacteriana y de vida
libre mas pequefios que se conocen (Gilad et al. 2003). Esta bacteria no posee apéndices
ni genes relacionados con los movimientos ya mencionados, sin embargo, S. melliferum
presenta un citoesqueleto contractil unido a la membrana, que actuaria como un motor
lineal, formando una cinta de siete fibrillas que se extiende a lo largo de la célula (Fig.
1.10). La contraccién del citoesqueleto produciria la fuerza motriz necesaria para el
desplazamiento, transmitiéndose a la membrana y produciendo cambios en la longitud
de S. melliferum, permitiendo un rapido avance a una velocidad media de unos 12 ym/s
(Bardy et al. 2003; Boudet et al. 2018).

Figura 1.10 Imagenes seriadas de la transmisidn de la contraccion de la célula a lo largo del tiempo
en el movimiento tipo kink propagation de S. melliferum BC3. La flecha senala el punto de

contraccion de la célula. Imagen modificada de Gilad et al. (2003).

V) Surface-associated motility

El movimiento denominado surface-associated motility, o motilidad asociada a
la superficie, es un desplazamiento poblacional independiente de apéndices, producido
en superficies semisodlidas y exclusivo del género Acinetobacter. Inicialmente se catalogé
como motilidad swarming, a pesar de ser un género que no posee flagelos. De hecho,

existe cierta confusidn en la literatura ya que también se le ha nombrado errdneamente
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como twitching, aunque mas adelante se demostré que el movimiento era independiente
de pili de tipo IV (Barker y Maxted 1975; Clemmer et al. 2011; Harding et al. 2013).

A pesar de ser un movimiento poco estudiado, la importancia clinica de este
género, principalmente de A. baumannii, ha motivado su investigacion, logrando
avances en su comprension. Por ejemplo, se ha establecido una relacién de este
desplazamiento con la sintesis de 1,3-diaminopropano (DAP), una poliamina secretada
y de funcion desconocida cuya ausencia produce una deficiencia en la motilidad (Skiebe
etal. 2012). También se ha relacionado con la alteracién en la produccidon de
lipopolisacaridos, tanto por estrés como por mutaciones (Carretero-Ledesma et al.
2018; McQueary et al. 2012). Recientemente, se ha descrito distintos componentes
celulares como porinas, proteinas de membrana externa y bombas de eflujo, que
parecen estar implicados en el surface-associated motility, sugiriendo un posible
mecanismo de secrecién de compuestos al medio (Harding et al. 2018; Pérez-Varela
et al. 2018, 2019).

Macroscopicamente (Fig. 1.11A), este movimiento es visible tras la inoculacion
de la cepa de estudio en el centro de placas de Petri con medio semisélido a una
concentracion de agar de entre 0,2 y 0,5%. En funcidon de la concentracion y del tipo de
agar empleado en el medio (Difco o Eiken), los halos de crecimiento producidos tras la
incubacion pueden adoptar una gran variedad de patrones morfoldgicos. En algunos
casos, el movimiento producido recuerda en parte al swarming de P. aeruginosa,
mientras que en otros casos el halo de crecimiento es ramificado, formando los canales

gue caracterizaron inicialmente este desplazamiento (Clemmer et al. 2011).

Figura 1.11 Movimiento tipo surface-associated motility de A. baumannii M2. (A) Patrdn
macroscépico del movimiento y (B) visualizacién microscdpica. Imagen modificada de Clemmer et
al. (2011).

A nivel microscépico (Fig. 1.11B), se puede observar un frente de avance mas o
menos alineado, similar a los observados en las motilidades swarming y sliding, con una
sola capa de células muy compactas, favoreciendo la secrecién de compuestos para el
desplazamiento y la interaccién entre células que avanzan conjuntamente a una

velocidad media de unos 0,5 um/s (Clemmer et al. 2011; Harding et al. 2013).
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1.1.2. Regulacion de la motilidad

La gran diversidad de mecanismos para el desplazamiento bacteriano permite a
los microorganismos colonizar una gran variedad de nichos ecoldgicos y acceder asi a
una mayor disponibilidad de nutrientes. No obstante, este desplazamiento requiere por
lo general un gran gasto energético, principalmente el dependiente de apéndices. Por
ello, no es de extrafiar que exista una amplia variedad de mecanismos de regulacién

para casi todos los tipos de motilidad descritos.

La mayoria de los sistemas que regulan la motilidad han sido descritos para los
grandes apéndices, concretamente flagelos, aunque actualmente se conocen algunos
sistemas de regulacién comunes en casi todos los tipos de motilidad, estando muchos
de ellos conectados entre si. A continuacion, se detallan los sistemas de regulacién de

la motilidad mas conocidos.

1.1.2.1. Quorum sensing

El quorum sensing (QS) es un proceso de comunicacidon intercelular
caracteristico de las células bacterianas, mediante el cual se produce una regulacién de
la expresidn génica colectiva en respuesta a variaciones en la densidad de la poblacion
microbiana circundante. En este sentido, las bacterias producen un compuesto quimico
gue actla como molécula sefial llamado autoinductor, el cual es secretado al medio
externo donde su concentracion va aumentando a medida que la poblacion bacteriana
crece y libera mas autoinductor (Bassler y Losick 2006). Este fendmeno alcanza un punto
umbral cuando la concentracién de autoinductor es suficiente como para ser detectada
por las células de la poblacién, produciendo cambios en la expresién de genes bajo
control del autoinductor y efectuando asi una respuesta colectiva.

Para la comunicacién mediante QS, las bacterias Gram-negativas utilizan como
autoinductor derivados de la N-Acil Homoserin Lactonas (AHLs), estando el sistema
compuesto por dos proteinas: la enzima responsable de la sintesis de AHL (LuxI) y un
regulador transcripcional (LuxR), cuya actividad estd modulada por las AHLs, que
difunden pasivamente hacia el interior de la célula. En el caso de las bacterias Gram-
positivas, oligopéptidos procesados actuarian de manera homdloga a las AHLs, pero
necesitando de un transporte activo para traspasar la pared bacteriana (Miller y Bassler
2001; Fuqua et al. 2001; Nasser y Reverchon 2007).

La respuesta al QS incluye una amplia gama de actividades fisioldgicas, entre
las que se incluye la bioluminiscencia, la formacién de biofilm, la secrecién de factores
de virulencia y la regulacién de la motilidad. La mayoria de estas actividades son
improductivas y costosas energéticamente cuando son ejecutadas individualmente, pero
se vuelven efectivas cuando son realizadas por toda la comunidad (Miller y Bassler 2001;

Nasser y Reverchon 2007; Bassler y Losick 2006).
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La implicacién del QS como uno de los reguladores del desplazamiento
bacteriano ha sido ampliamente descrito. En bacterias como P. aeruginosa, capaz de
realizar los movimientos tipo swimming, swarming, twitching y sliding, se ha descrito
como el QS es capaz de regular a todos ellos mediante el sistema RhIR (Hdélscher y
Kovacs 2017; Khan et al. 2020). En Lysobacter enzymogenes, el QS controla la motilidad
tipo twitching a través de la regulacion indirecta de genes responsables de la biosintesis
del pili de tipo IV, entre ellos pilA (Feng et al. 2019). El movimiento sliding también esta
regulado por el QS a través de la formacion de surfactantes que favorecen este
desplazamiento pasivo, como en la bacteria Gram-positiva Staphylococcus aureus (Lin
et al. 2016; Tsompanidou et al. 2013). Por otro lado, en la bacteria Gram-negativa
Sinorhizobium meliloti, la motilidad sliding se encuentra modulada por el QS, a través
del regulador transcripcional ExpR (analogo a LuxR) responsable de la produccion de
exopolisacaridos (Nogales et al. 2012). Por el contrario, se ha visto que, en la misma
bacteria, que presenta tanto flagelos como pili de tipo 1V, el efecto por accidén de
regulador ExpR inhibe la motilidad tipo swarming y la expresion de pili de tipo IV cuando
la densidad celular es alta (Zatakia et al. 2014; Gurich y Gonzalez 2009). Por ultimo, en
A. baumannii, el surface-associated motility también esta regulado por el QS, a través
de Abal y AbaR (LuxI y LuxR, respectivamente) (Clemmer et al. 2011; Niu et al. 2008).

Ademas de una regulacion directa sobre componentes efectores del
desplazamiento bacteriano, el QS esta también conectado con otros mecanismos de
regulacién bacteriana, como el diguanilato ciclico y algunos sistemas de dos
componentes (Kalia et al. 2013). Por ejemplo, los sistemas QseC/QseB que modulan la
transcripcion del operdn flhDC y que a su vez regulan la sintesis del flagelo, o la via de
sefalizacidn Frz y los sistemas quimiotacticos para el movimiento dependiente de pili de
tipo IV o el surface-associated motility (Sperandio et al. 2002; Shi et al. 1996; Chen
et al. 2017a; Gonzélez Barrios et al. 2006).

1.1.2.2. Diguanilato ciclico

Los dinucleodtidos ciclicos, o segundos mensajeros, son pequefias moléculas de
sefnalizacion intracelular altamente versatiles, capaces de regular una gran variedad de
procesos fisiolégicos en bacterias, entre los cuales, el diguanilato ciclico o c-di-GMP es
el mas conocido y estudiado. El c-di-GMP es una molécula dedicada a la sefializacién
intracelular que promueve cambios en el crecimiento celular, la virulencia, la formacion
de biofilms y la motilidad bacteriana. El mecanismo de accién del c-di-GMP se basa en
su union a proteinas especificas, influyendo asi en su actividad, estabilidad, interaccion
con otras proteinas o su localizacién subcelular. Los niveles intracelulares de c-di-GMP
estan controlados por dos tipos de enzimas con funciones antagdnicas, las diguanilato
ciclasas, por un lado, que sintetizan el c-di-GMP, y las fosfodiesterasas que lo degradan.

A su vez, una bacteria puede presentar mas de una pareja enzimatica, permitiendo un
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mayor control y un efecto bioldgico mas preciso en el momento indicado (Jenal et al.
2017).

Uno de los papeles clave del c-di-GMP es la transicién de bacterias moviles o
planctonicas a bacterias adheridas o sésiles. En general, niveles bajos de c-di-GMP estan
asociados con el desarrollo de la motilidad, mientras que un aumento intracelular del
dinucledtido ciclico promueve la adhesidn a superficies y posterior formacion de biofilm
(Jenal et al. 2017). En lo referente al swimming y swarming, el c-di-GMP regula en gran
medida el ensamblaje y la actividad del motor flagelar. Por ejemplo, en bacterias como
E. coli, S. enterica, Rhodobacter capsulatus, B. subtilis y P. aeruginosa, el aumento de
los niveles de c-di-GMP origina su unidn con la proteina efectora YcgR u homdlogos,
promoviendo su interacciéon con el rotor-estator flagelar bloqueandolo. (Nesper et al.
2017; Fang y Gomelsky 2010; Baker et al. 2016; Chen et al. 2012; Hou et al. 2019;
Pallegar et al. 2020).

En P. aeruginosa la secrecidn de exopolisacaridos, como compuesto surfactante
para los desplazamientos swarming vy sliding, esta regulada por el c-di-GMP, mediante
el control de las mismas proteinas, SadC y BifA, que regulan la concentracion intracelular
de esta, promoviendo su sintesis y degradacion, respectivamente. Ademas, PilY1, la
adhesina del pili de tipo 1V, es capaz de regular la produccion de c-di-GMP a través del
subcomplejo de alineacién (PilM, PilN, PilO y PilP) y de SadC, reprimiendo el movimiento
swarming (Hélscher y Kovacs 2017; Luo et al. 2015). También se ha descrito en E. coli
o P. aeruginosa la regulacién de la respuesta quimiotactica mediada por c-di-GMP, en la
que esta se une a MapZ, que a su vez se asocia a CheR, alterando su actividad
metiltransferasa y disminuyendo asi la respuesta quimiotactica. Esto podria estar
justificado debido a que, en ausencia de quimiotaxis, las bacterias permanecen mas
tiempo sobre una superficie concreta, facilitando asi la adhesion a estas para iniciar la
formacion del biofilm (Xin et al. 2019; Suchanek et al. 2019; PriB 2017; Orr y Lee
2016).

Por otro lado, el c-di-GMP junto con otro segundo mensajero, el adenosin
monofosfato ciclico o cAMP, también regula la biogénesis del pili de tipo IV, no solo
influyendo en el movimiento twitching, sino también en el desarrollo de componentes
extracelulares o adhesinas para la formacion del biofilm (Serra et al. 2013; Kazmierczak
et al. 2006; Burrows 2012). Uno de los ejemplos mejor estudiados es el producido
cuando c-di-GMP se une a FimX o a PilZ. FimX regula positivamente el ensamblaje de
pili de tipo IV y el movimiento twtiching al promover la actividad de la ATPasa PilB.
Cuando el c-di-GMP se une a FimX produce un incremento del ensamblaje pili de tipo
IV, promoviendo la adhesion a superficie en contrapartida con el movimiento twitching.
En lo referente a PilZ, proteina que estimula la elongacién del filamento de pilina,
muchas de las proteinas efectoras de c-di-GMP contienen una secuencia aminoacidica
comun de unién a este dinucleétido, conocido como dominio de unién PilZ, (Kazmierczak
et al. 2006; McCarthy et al. 2008; Orr y Lee 2016; Jain et al. 2017).
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En relacion con el movimiento gliding, en M. xanthus se ha descrito como el c-
di-GMP regula la motilidad dependiente de pili de tipo 1V, twitching o gliding social. Sin
embargo, no parece tener efecto sobre el desplazamiento independiente de apéndice
gliding aventurero. Por otro lado, en Bdellovibrio bacteriovorus, bacteria capaz de
realizar el desplazamiento gliding independiente de pili de tipo IV, se ha descrito como
el c-di-GMP regula su ciclo celular, siendo los niveles de este segundo mensajero altos
en fases de depredacidon, momento de actividad gliding, y bajos en estado planctoénico,
cuando la motilidad swimming es predominante (Skotnicka et al. 2016; Skotnicka y
Sggaard-Andersen 2017; Hobley et al. 2012).

Por ultimo, recientemente se ha identificado la via de sefalizacion del c-di-GMP
en A. baumannii, observandose como el incremento de este inhibe el surface-associated

motility y favorece la formacion de biofilm (Ahmad et al. 2020).

1.1.2.3. Sistemas de dos componentes

Los sistemas de dos componentes son mecanismos de deteccidon-respuesta muy
extendidos en bacterias, utilizados como método de regulacién en funciéon de estimulos
fisicoquimicos internos o ambientales. Tipicamente, estos sistemas estan formados por
un sensor histidina quinasa, el cual se encuentra situado en la membrana, y un regulador
de respuesta citoplasmatico. Cuando la proteina quinasa detecta un estimulo especifico,
esta transmite la sefial en forma de grupo fosfato al regulador de respuesta que, en
funcién del sistema, finaliza con un cambio de expresidén génica. A pesar de que en la
mayoria de casos no se conoce el ligando reconocido por el sensor, numerosos estudios
moleculares implicados en la disrupcién o inactivacion de genes han demostrado como
estos sistemas regulan la mayoria de mecanismos implicados en la motilidad bacteriana
(West y Stock 2001; PriB 2017).

En los movimientos asociados a flagelos se han descrito la mayoria de sistemas
de dos componentes, concretamente en E. coli y P. aeruginosa, siendo el operdn flhDC
el centro de accién. Este operdn se encarga de la formacién del flagelo bacteriano, tanto
de su biosintesis y ensamblaje, asi como de la formacién de algunos componentes del
sistema quimiotactico. La expresién del operdn flhDC se encuentran bajo el riguroso

control de varios sistemas de dos componentes.

El sistema de dos componentes EnvZ/OmpR responde a cambios osmdticos,
modulando un conjunto de procesos de forma inversa. Por un lado, activa la sintesis de
las porinas OmpF y OmpC, la sintesis de proteinas curli y la formaciéon de fimbrias,
mientras que OmpR inhibe la transcripcién del operén flIhDC (Prii3 2017). El sistema
RcsCDB, formado por tres componentes, contribuye a la maduracion del biofilm frente
al estrés producido en ambientes acidificados, en contraposicion con el movimiento,

regulando negativamente la expresion de flhD (Krin et al. 2010; Francez-Charlot et al.
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2003). Otro sistema de dos componentes es el ya mencionado sistema QseC/QseB, el
cual controla la expresién de flhD, junto con otros genes responsables de la formacién
de biofilm y que, a su vez, esta coordinado con el QS. Sin embargo, a diferencia de los
sistemas EnvZ/OmpR y RcsCDB, el sistema QseC/QseB regula positivamente tanto la

motilidad dependiente de flagelo como la formacién de biofilm (Sperandio et al. 2002).

También se han descrito otros sistemas de dos componentes, como el formado
por FleS/FleR, implicado en la biosintesis del flagelo, que a su vez esta regulado por el
factor transcripcional FleQ y por el c-di-GMP; y el sistema Bar/UvrY, que regula el
almacenamiento de carbono en la célula mediante la transcripcion de moléculas
reguladoras de RNA (sRNA) y el regulador transcripcional CsrA, siendo este ultimo
activador del operén flhDC, regulando positivamente la motilidad (Wei et al. 2001; West
y Stock 2001).

En el movimiento twitching también se han descrito distintos sistemas de dos
componentes homologos a los sistemas de regulacion flagelar. En P. aeruginosa y M.
xanthus, se han descrito los sistemas Frz y el Chp, que controlan la biogénesis y
orientaciéon de los pili de tipo IV. Ademas, el sistema Frz podria estar co-regulado por
QS (Harshey 2003). En Lysobacter enzymogenes, el sistema homologo a QseC/QseB
regula la motilidad tipo twitching, provocando un aumento en la velocidad de este
movimiento en presencia de indol, mediante el aumento de expresion de pilinas menores
(Feng et al. 2019). De forma mas notoria, la sintesis de la subunidad mayor de pilina,
PilA, se encuentra regulada por el sistema PilS/PilIR y, en P. aeruginosa, se ha
demostrado que también regula positivamente la transcripcién de FleS/FleR, es decir, la

biosintesis del flagelo (Burrows 2012; Kilmury y Burrows 2018).

En en cuanto a la regulacion de movimientos no asociados a apéndices, también
se han descrito sistemas de dos componentes. En P. aeruginosa se ha identificado el
sistema GacA/GacS, que promueve la secrecion de ramnolipidos para favorecer la
formacidén de biofilm y, a su vez, inhibe los movimientos sliding y swarming (Murray y
Kazmierczak 2008). En el caso de S. enterica, a concentraciones bajas de magnesio en
el medio se activa el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ, regulando la expresion
de la proteina PagM, que parece facilitar este desplazamiento (Park et al. 2015). Por
ultimo, en el surface-associated motility se ha descrito un sistema de dos componentes,
homologo al sistema EnvZ/OmpR flagelar (Tipton y Rather 2017).

1.1.2.3. El sistema quimiotactico

La quimiotaxis es el fendmeno mediante el cual las bacterias son capaces de
dirigir su movimiento en funcidn de la concentraciéon de compuestos quimicos concretos
presentes en el medio externo. Esto permite que las células se desplacen por ejemplo

hacia regiones con una mayor concentracion de nutrientes reconocidos como
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guimioatrayentes, mediante quimiotaxis positiva, o bien alejarse de compuestos toxicos
reconocidos como quimiorepelentes, mediante una quimiotaxis negativa. Para reconocer
estos compuestos quimicos, las bacterias poseen un sistema de dos componentes
complejo llamado sistema quimiotactico que permite detectar el estimulo externo y
producir un cambio en el comportamiento basado en la modulacién de los patrones de
motilidad (Waite et al. 2018; Harshey 2003).

Las especies bacterianas en las que el sistema quimiotactico y sus componentes
basicos se han descrito de forma mas exhaustiva son E. coli y P. aeruginosa,
estableciendo el mecanismo por el cual la quimiotaxis regula la direccion de rotacion del
flagelo bacteriano, afectando asi a los desplazamientos swimming y swarming (Colin y
Sourjik 2017; PruB 2017; Waite et al. 2018). A pesar de que la mayoria de estudios
relacionados con el sistema quimiotactico hacen referencia a la modulacién del sistema
flagelar, en especies como P. aeruginosa, M. xhantus o A. baumannii, se han descrito
vias homodlogas al sistema quimiotactico asociadas a otros mecanismos de
desplazamiento bacteriano, como la motilidad dependiente de pili de tipo IV, los
desplazamientos independientes de apéndices como el gliding y el surface-associated
motility, e incluso a otros procesos fisioldgicos no relacionados con la propia motilidad
bacteriana, como por ejemplo la formacion de biofilms o de cuerpos fructiferos
(Sampedro et al. 2015; Zusman et al. 2007; Chen et al. 2017a).

i) Quimiotaxis asociada a flagelos

En la quimiotaxis asociada al flagelo bacteriano, los componentes basicos que lo
constituyen y su arquitectura molecular se encuentran altamente conservados, siendo
el sistema de E. coli el mas representativo. Asi pues, el sistema quimiotactico basico de
la via de sefalizaciéon Che, puede dividirse en cuatro moédulos: un moédulo sensor, un
modulo transductor, un mddulo integral de retroalimentaciéon y un modulo efector,

representados en la Figura 1.12.

El mddulo sensor estd formado por los quimiorreceptores, constituidos por la
proteina MCP (Methyl-accepting Chemotaxis Protein). Los MCPs son proteinas
generalmente bien estructuradas con un dominio externo periplasmatico, donde se
produce la unién con el ligando, un conector citosoélico y un dominio de sefializacion, el
cual se inicia la transduccién de la respuesta. Existe una gran diversidad de MCPs, por
ejemplo, en P. aeruginosa PAO1 y P. putida se han identificado mas de veinticinco
proteinas MCP de los que para la mayoria se desconoce su ligando y, de los conocidos,
muchos estan relacionados con la respuesta positiva al oxigeno, fosfato inorganico,
malato, aminoacidos y etileno, entre otros (Kato et al. 2008; Sampedro et al. 2015;
Sourjik y Wingreen 2012).

El mddulo transductor se encuentra formado por un conjunto de proteinas que

transmiten la sefal del mdédulo sensor hacia el mdédulo efector mediante una cadena de
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fosforilaciéon. Esta cadena se inicia en el complejo formado por el dominio de sefializacidn
de los MCPs, la histidina quinasa CheA y la proteina de acoplamiento CheW. Como
transductores de la sefial, los MCPs modulan, en funcion de su grado de metilacidn, la
actividad de autofosforilacion de CheA. La interaccion MCP-CheA, se produce gracias a
la proteina CheW, que actla como conector de ambas proteinas. Cuando CheA se

autofosforila, CheA-P transmite su grupo fosfato al regulador de respuesta CheY.
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Figura 1.12 Representacion esquematica del sistema quimiotactico asociado a flagelo. Modificado
de Hazelbauer (2008).

Junto al médulo transductor, existe otra via de sefializacion cinéticamente mas
lenta, conocida como mddulo integral de retroalimentacion, cuyo propoésito es integrar
las sefiales de la via de fosforilacion y proporcionar un tiempo de respuesta a la célula
bacteriana cuando se encuentra en una concentracién de ligando detectable. Este
periodo de tiempo depende del grado de metilacién de los MCPs, el cual estda modulado
de forma competitiva por las proteinas metiltransferasa CheR y metilesterasa CheB. Por
un lado, CheR convierte los residuos de glutamil de la regién citoplasmatica de los MCPs
en ésteres de glutamil-metil, utilizando moléculas de S-adenosilmetionina como donante
de grupos metilo. Por otro lado, CheB se activa cuando es fosforilada por CheA-P y es
entonces cuando CheB-P elimina los grupos metilo de los MCPs. Cuando aumenta el

numero de residuos metilados en los MCPs, se produce un cambio conformacional que
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aumenta la actividad de la histidina quinasa CheA, favoreciendo su propia
autofosforilacion. Esta modulacién de los MCPs permite obtener un registro del pasado
quimico reciente en funcion del grado de metilacion, modulando la respuesta
quimiotactica a través de la comparacién de las condiciones quimicas pasadas con las
presentes (Waite et al. 2018; Sourjik y Wingreen 2012; Colin y Sourjik 2017).

La transduccion de la sefial finaliza en el modulo efector, donde se regula el
cambio de rotacion del flagelo, ya sea en sentido antihorario u horario, produciendo el
desplazamiento bacteriano o su detencion, respectivamente. Este cambio de rotacion es
mediado por el grado de fosforilacidon de la proteina CheY. En ausencia de CheY-P, se
favorece la rotacion en sentido antihorario, mientras que el aumento de CheY-P favorece
su unidén a FliM, produciendo un cambio conformacional de este ultimo y originando el
cambio de rotacion flagelar en el sentido horario, deteniendo asi el desplazamiento. Por
ultimo, la fosfatasa CheZ media la desfosforilacion de CheY-P (Hazelbauer et al. 2008;
Waite et al. 2018; Sourjik y Wingreen 2012).

Asi pues, tal y se como muestra en la Figura 1.12, un aumento en la
concentracidon de quimioatrayente desactiva la autofosforilacion de CheA, deteniendo la
cadena de fosforilacidon y aumentando la frecuencia de rotacion flagelar en sentido
antihorario (flechas rojas), promoviendo el avance bacteriano. Por el contrario, una
disminucidon de quimioatrayente o, en su defecto, un aumento en la concentracion de
repelente, activa la autofosforilacidn de CheA, la transduccion de sefial hasta CheY-P
unido a FliM y un aumento de la frecuencia de rotacion flagelar en sentido horario
(flechas rosas), deteniéndose el avance bacteriano. Paralelamente, la parada en la
cadena de fosforilacién desplaza la balanza metilacién-desmetilacién a favor de CheR,
aumentando el numero de residuos glutamil metilados y la actividad futura de la
histidina quinasa CheA, mientras que, el aumento de CheB-P elimina los grupos metilo
de los MCP, disminuyendo la sensibilidad de CheA. (Hazelbauer et al. 2008).

Ademas de los componentes basicos del sistema quimiotactico flagelar que
conforman el core del sistema, existe una diversidad en cuanto a la composicion exacta
de los componentes del sistema y a las especificidades de los quimiorreceptores. En
algunos grupos bacterianos, coexisten un conjunto de proteinas auxiliares que suelen
desempefiar funciones reguladoras secundarias, como son las proteinas accesorias
CheC, CheD, CheV, CheX o CheZ. Por ejemplo, CheV consta de un dominio proteico
similar a CheW vy otro a CheY, cuya funcion hipotética es la de, junto a CheW, favorecer
la union MCP-CheA de forma mas eficiente. Por otro lado, las proteinas CheC, CheD y
CheX modifican el acoplamiento entre los quimiorreceptores y CheA, actuando como
inactivadores de CheA cuando esta se encuentra en un estado de sobreestimulacién por
ciertos tipos de quimiorreceptores (Bi y Sourjik 2018). Por ultimo, recientemente se ha
descrito que, dentro del complejo MCP-CheA-CheW, la recombinasa RecA podria estar
también implicada en el sistema quimiotactico, teniendo esta proteina un papel

primordial tanto en la reparacion del DNA dentro del sistema SOS, como participante en
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la motilidad bacteriana, a través de su interaccion tanto con CheA (Frutos-Grilo et al.
2020) como con CheW (Irazoki et al. 2016a, 2016b).

i) Quimiotaxis asociada a pili de tipo IV

La quimiotaxis asociada a pili de tipo IV es un fendmeno mediante el cual los
componentes basicos que constituyen el sistema quimiotactico modulan la extension y
retraccion de los pili de tipo IV. Inicialmente, esta via de sefalizacion se descubrio en
M. xanthus que, a pesar de carecer de flagelos, contiene una bateria de genes
homodlogos que codifican los componentes del core quimiotactico necesarios para el
gliding social (Mauriello et al. 2010; Zusman 1982). Posteriormente, en P. aeruginosa
también se identificaron genes homdlogos del core quimiotactico, agrupados en el
cluster 1V u operon pil-chp (Whitchurch et al. 2004; Burrows 2012). Asi pues, tal y como
se muestra en la Figura 1.13, el sistema quimiotactico asociado a pili de tipo IV descrito
en P. aeruginosa PAO1, también se divide en cuatro modulos analogos a los descritos

en el caso del sistema flagelar.
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Figura 1.13 Representacion esquematica del sistema quimiotactico asociado a pili de tipo IV de P.

aeruginosa PAO1. Modificado de Sampedro (2015).
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El mddulo sensor, donde se localizan los quimiorreceptores, estad constituido por
la proteina PilJ, homdloga a la proteina MCP. A su vez, el grado de metilacién de PilJ
estd bajo control de la metiltransferasa PilK y de la metilesterasa ChpB, proteinas
homdlogas a CheR y CheB, respectivamente. Este mddulo integral de retroalimentacion
modularia el grado de metilacion de Pil] para obtener un registro del pasado quimico
reciente, variando la sensibilidad de ChpA (proteina homdloga a CheA) a autofosforilarse
(Sampedro et al. 2015).

El modulo transductor estd compuesto por un conjunto de componentes
homdlogos con ciertas variantes al sistema descrito en E. coli. La sefial es transmitida
del dominio periplasmatico de pil) hasta el complejo formado por la histidina quinasa
ChpA, Pill y ChpC (siendo los dos ultimos, homodlogos a la proteina de acoplamiento
CheW) (Sampedro et al. 2015). Otra diferencia con la via de senalizacion flagelar es la
presencia de dos reguladores de respuesta, PilG y PilH, ambos homdlogos a CheY,
aunque no se desconoce si compiten por los grupos fosfato de ChpA-P (Sampedro et al.
2015; Bertrand et al. 2010). Por un lado, PilG-P media la extensidon del filamento de
pilina mediante su interaccion con el complejo formado la ATPasa de elongacion PilB, la
proteina PilZ y la diguanilato ciclasa FimX (formadora de c-di-GMP). Por otro lado, PilH-
P media la retraccion del filamento de pilina mediante su interaccion con la ATPasa de
retraccion PilT/PilU. En el caso de la fosfatasa CheZ del sistema flagelar, el operén pil-
chp carece de homdélogo (Bertrand et al. 2010).

Asi pues, tal y como se muestra en la Figura 1.13, un aumento en la
concentracion de quimioatrayente desactiva la autofosforilacién de ChpA, deteniendo la
cadena de fosforilacion y aumentando la extensién del filamento de pilina (flechas
azules). Por el contrario, la disminucién de quimioatrayente o el aumento de
qguimiorepelente, activa la autofosforilacion de ChpA, aumentando la frecuencia de
retracciéon del pili de tipo IV (flechas cian) (Sampedro et al. 2015). Pese a no conocerse
el papel que desempeniia la via de sefalizacion Pil-Chp en la regulacion del pili de tipo
IV, se sabe que la ausencia de alguno de sus componentes abole la motilidad twitching
(Miller et al. 2008; Kearns et al. 2001).

iif) Otros sistemas de quimiotaxis no asociados a apéndices

Ademas de la modulacién de la motilidad dependiente de apéndices, se han
descrito sistemas quimiotacticos homologos, con funciones similares o desconocidas. Por
ejemplo, en M. xanthus, se han identificado un total de ocho clusters codificantes de
vias quimiotacticas (Zusman et al. 2007). El primer cluster identificado, la via de
sefializacion Frz, regula la motilidad dependiente de pili de tipo IV (twitching o gliding
social) y presenta un homdlogo a MCP (FrzCD) citosélico (Mauriello et al. 2010). El
segundo cluster es la via de sefializacién Dif, que parece regular el gliding social, la

produccion de exopolisacaridos y el gliding aventurero, a través de los complejos focales
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de adhesién (Ward et al. 2000; Mauriello et al. 2010). En Porphyromonas gingivalis, otra
especie capaz de realizar desplazamiento gliding, se ha identificado un sistema de dos
componentes PorXY que, por su homologia, se cree que podria estar involucrado en el
desplazamiento de P. gingivales a través de la regulacion del sistema de secrecién tipo
9 (T9SS) (Vincent et al. 2016).

Otro caso de regulacién quimiotactica no asociada a apéndices es el descrito en
A. baumannii, en el que se identific6 un operon homodlogo al operén pil-chp de P.
aeruginosa, el cual incluia todos los componentes core del sistema quimiotactico
asociado a pili de tipo IV. Concretamente, se identificé una proteina hibrida homodloga a
CheA y CheY, cuya disrupcion inhibe el desplazamiento mediante surface-associated
motility debido a cambios en la expresion del pili de tipo I y del QS (Chen et al. 2017a).

Por Ultimo, algunas vias de sefializacion homdlogas al sistema quimiotactico
canonico parecen no estar relacionadas con el desplazamiento bacteriano. Por ejemplo,
en M. xanthus, la tercera via de sefializacion, Che3, parece regular la formacién de
cuerpos fructiferos, estructuras multicelulares de especializacion (Kirby y Zusman
2003). De los siete sistemas restantes, los sistemas Che4 y Che6 parecen regular en
cierta manera el desarrollo de cuerpos fructiferos, Che7 se considera esencial frente al
estrés por temperatura, regulando la composicion de acidos grasos de la célula, y, en lo
referente a los sistemas Che5 y Che8, se desconoce su funcién reguladora (Zusman
et al. 2007).

1.1.3. Papel de la motilidad en la virulencia bacteriana

Tal como se ha narrado hasta el momento, el movimiento bacteriano es un
fendmeno muy heterogéneo y esta regulado por un gran conjunto de proteinas y
sistemas interconectados. No es de extrafiar que exista esta gran marafia de
mecanismos reguladores, ya que, muchas de las bacterias en las que se ha caracterizado
el movimiento bacteriano infectan a humanos, animales o plantas. Por lo tanto, el
desplazamiento eficiente puede determinar la supervivencia de estos microorganismos

dentro o fuera del hospedador (Josenhans y Suerbaum 2002).

Desde hace afios, la relacion entre motilidad y patogenicidad bacteriana ha sido
demostrada en muchas ocasiones, para la mayoria de patégenos moviles descritos. La
existencia del vinculo movimiento-virulencia ha abierto la posibilidad de explotar la
motilidad bacteriana como diana terapéutica antibacteriana especifica, ya sea para tratar
o prevenir enfermedades infecciosas (Erhardt 2016).

El movimiento asociado a flagelos fue el primer sistema de desplazamiento que
pudo vincularse inequivocamente a la patogenicidad bacteriana. Por lo general, esta
evidencia es derivada de estudios con modelos animales, los cuales son infectados con

una cepa de estudio mutada, ya sea por interrupcion o delecidon génica de componentes
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relacionados con la biogénesis, estructura o via quimiotactica del flagelo. De este modo,
los resultados obtenidos demostraban que los mutantes asociados a componentes

flagelares o relacionados eran menos virulentos que sus respectivas cepas parentales.

En lo referente al sistema quimiotactico, la eliminacion de alguno de sus
componentes no siempre va acompafiado con una abolicion del desplazamiento
bacteriano, sin embargo, si se produce un descontrol de esta, que resulta en la
disminucion de la virulencia bacteriana (Erhardt 2016). Al mismo tiempo, los flagelos
también pueden actuar como apéndices adhesivos en etapas iniciales de colonizacion de
superficies, promoviendo la interaccion bacteria-hospedador y facilitando la formacién
de biofilms (Josenhans y Suerbaum 2002; Chaban et al. 2015). Algunas especies
flageladas en las que se ha podido demostrar la relacion motilidad-virulencia son: E.
coli, S. enterica, V. cholerae, H. pylori, Pseudomonas syringae, P. aeruginosa, R.
solanacearum, Campylobacter jejuni, L. pneumophila, Bordetella pertussis, B.
burgdorferi, Proteus spp., Xanthomonas spp., Bordetella spp. y Treponema spp.
(Mansfield et al. 2012; Josenhans y Suerbaum 2002; Erhardt 2016).

El pili de tipo IV y el desplazamiento tipo twitching también ha sido relacionado
con la patogenicidad bacteriana. En lo referente a su funcidén en el proceso patogénico,
los pili de tipo IV desarrollan un papel primordial en la adhesidn y formacion de biofilm,
permitiendo resistir condiciones desfavorables durante largos periodos de tiempo dentro
de sus hospedadores (Craig et al. 2004; Burrows 2012). La relacién entre el pili de tipo
IV, responsable del movimiento twitching con la virulencia ha sido demostrada en
especies como P. aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, V. cholerae, Acidovorax avenae,
R. solanacearum, Clostridium perfringens, Mycobacterium bovis, M. xanthus y Xylella
fastidiosa (Harshey 2003; Erhardt 2016; Mansfield et al. 2012; Craig et al. 2004;
Burrows 2012; Varga et al. 2006).

En menor nimero, algunos sistemas independientes de apéndices también han
sido relacionados con la virulencia. Como el movimiento gliding en patdgenos
bacterianos como P. gingivalis, Flavobacterium psychrophilum y Riemerella anatipestifer
(Chen et al. 2019; Veith et al. 2017; Pérez-Pascual et al. 2017); o la implicacion del

surface-associated motility en la virulencia de A. baumannii (Skiebe et al. 2012).

1.2. Patogénesis bacteriana y la resistencia antimicrobiana

Tras mas de un siglo desde que el médico aleman Robert Koch descubriese la
relacién entre bacterias y algunas enfermedades como la tuberculosis, el antrax y el
colera, el estudio de bacterias patégenas ha avanzado considerablemente (Blevins y
Bronze 2010). Afios mas tarde, el cientifico britdnico Alexander Fleming descubrid
accidentalmente el efecto de la penicilina como agente antimicrobiano, iniciando la era

de los antibidticos y con ellos la medicina moderna para el tratamiento de enfermedades
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infecciosas, tanto en humanos como animales. Las enfermedades infecciosas han
constituido una de las principales causas de mortalidad en la historia de la humanidad,
por lo que el descubrimiento y comercializaciéon de nuevos antibidticos ha reducido
significativamente la morbilidad y mortalidad de muchas patologias que antafio se
asociaban a prondsticos fatales, resultando en una considerable mejora en la calidad de
vida de las personas. Sin embargo, el uso de los antibidticos durante casi un siglo ha
inducido la aparicién de uno de los problemas mas importantes a los que las autoridades

sanitarias se enfrentan actualmente, la resistencia antimicrobiana (Mulani et al. 2019).

1.2.1. Los ESKAPE y otras bacterias multirresistentes

La adquisicion de una resistencia antimicrobiana no es un hecho aislado en la
actualidad, ya que desde el descubrimiento de los antibidticos se han descrito casos de
nuevas cepas bacterianas resistentes a antimicrobianos concretos. Sin embargo, la
plasticidad evolutiva de las bacterias junto con la seleccién natural, principalmente dada
en ambientes hospitalarios, y el uso indebido de los antibidticos, ha desencadenado un
aumento alarmante de la aparicién de resistencias antimicrobianas a nivel global (Rice
2008; Mulani etal. 2019). Asi pues, el aumento de cepas resistentes a los
antimicrobianos cominmente utilizados para el tratamiento de estas infecciones, junto
con la disminucién del descubrimiento y uso de nuevos antibidticos, hace que cada vez
sea mas dificil tratar las infecciones producidas por este conjunto de bacterias,
aumentando las tasas de morbilidad y mortalidad, junto con la prolongacién de los
tratamientos dados a los pacientes ingresados y, finalmente, un aumento de los costes
derivados (Zhen et al. 2019).

Anualmente, se estima el 15% de las infecciones hospitalarias adquiridas (o
infecciones nosocomiales) son debidas a bacterias multirresistentes y que las pérdidas
derivadas de la lucha contra este tipo de infecciones ascienden a unos 20 mil millones
de délares solo en los Estados Unidos y de la mitad en la Unidn Europea. Ademas, para
el 2050, se pronostica que los gastos derivados a causa de las infecciones provocadas
por bacterias multirresistentes equivaldran a entre el 1,1 y el 3,8% del producto interior
bruto (PIB) mundial, siendo los paises subdesarrollados los que sufrirdn un efecto mas
devastador (Zhen et al. 2019; Mulani et al. 2019).

La aparicion de cepas multirresistentes estd estrechamente asociada a seis
especies bacterias, las cuales representan la mayoria de casos diagnosticados como
infecciones hospitalarias. Este grupo fue denominado con el acrénimo “ESKAPE” (Fig.
1.14), debido a su capacidad de “escapar” de la accion biocida de los antimicrobianos
comunmente utilizados: Enterococcus faecium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, A.

baumannii, P. aeruginosa y Enterobacter spp. (Rice 2008; Boucher et al. 2009).
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Figura 1.14 Grupo de los ESKAPE, primer conjunto de especies con importancia clinica por la

adquisicién de resistencias antimicrobianas.

La infeccidn por alguno de los ESKAPE aumenta la probabilidad de recibir una
terapia antibidtica inapropiada, resultando en un incremento de la tasa de mortalidad y
la oportunidad de estos a propagarse a nivel hospitalario entre pacientes o personal
sanitario (Zhen etal. 2019; Boucher etal. 2009). A continuaciéon, se detallan
brevemente las caracteristicas y repercusiones de cada uno de los miembros ESKAPE.

Las especies del género Enterococcus se caracterizan por ser cocos Gram-
positivos, agrupados en forma de diplococo o cadenas, cuyo habitat comun es el
intestino de humanos o de otros animales y, de las mas de 20 especies que conforman
el género, E. faecium y Enterococcus faecalis son las de mayor relevancia clinica.
Generalmente, las infecciones causadas por patdgenos de este género son enddgenas,
aunque la infeccion cruzada puede ocurrir en pacientes hospitalizados. En este segundo
caso y durante la Ultima década, el nidmero de infecciones causadas por cepas
resistentes a ampicilina o vancomicina ha aumentado considerablemente, siendo las
cepas VRE (Vancomycin-resistant Enterococcus) las mas preocupantes. Las infecciones
causadas por VRE fueron detectados inicialmente en los Estados Unidos, donde
actualmente mas de la mitad de los aislados descritos de E. faecium son resistentes a
vancomicina, y en la Unién Europea, a pesar de haber una incidencia mucho menor, los

casos siguen aumentando (Santajit y Indrawattana 2016; Arias y Murray 2012).

S. aureus es otro coco Gram-positivo, agrupado en forma de racimo de uva, que
forma parte de la microbiota normal de humanos y animales, principalmente en la piel
nariz y perineo. La transmisién entre humanos es relativamente facil, por contacto
directo o por via aérea. Antiguamente, infecciones causadas por esta especie eran
facilmente tratables mediante la penicilina, sin embargo, el aumento de cepas

productoras de B-lactamasas degradadoras de este antibidtico ha aumentado a tal nivel
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gue actualmente la inmensa mayoria de aislados clinicos son resistentes a este, por lo
que ha sido sustituido por la meticilina. A pesar de ello, la incidencia de infecciones
causadas por cepas MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) también ha
aumentado con los afios. Para el tratamiento de las infecciones provocadas por estas
cepas, los antibidticos de primera linea recomendados han sido los glucopéptidos como
la vancomicina y la teicoplanina. No obstante, también se han aislado numerosas cepas
de S. aureus resistentes a vancomicina y con menor sensibilidad a la teicoplanina.
Ademas, la transmisidn de genes que confieren resistencia a vancomicina es frecuente,
extendiendo los casos de infecciones provocadas por cepas VRSA (Vancomycin-resistant
Staphylococcus aureus) en todo el mundo (Santajit y Indrawattana 2016; Chambers y
DelLeo 2009).

K. pneumoniae es un bacilo Gram-negativo generalmente encapsulado y
causante de una gran fracciéon de las infecciones nosocomiales descritas, principalmente
neumonias. La problematica de este patdgeno se centra en su capacidad de adquirir una
gran variedad de genes codificantes de B-lactamasas, aumentando asi el nimero de
cepas resistentes a penicilinas, cefalosporinas y carbapenemas. En este tercer grupo de
antibidticos, usados para el tratamiento de infecciones persistentes provocadas por
bacterias Gram-negativas, ha surgido un conjunto de cepas con una relativa prevalencia
conocidas como CRKP (Carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae). Las cepas CRKP
han ocasionado una importante alarma referente a la resistencia antimicrobiana, ya que
estas cepas productoras de carbapenemasas son practicamente imposibles de eliminar
tras su colonizacién e infeccion, y otros antimicrobianos como los aminoglucésidos y las
fluoroquinolonas podrian verse también afectados (Queenan y Bush 2007; Santajit y
Indrawattana 2016).

Las especies del género Acinetobacter son cocobacilos Gram-negativos cuya
distribucién mundial es ubicua, siendo A. baumannii la que presenta mayor notoriedad.
Esta especie presenta una gran resistencia al estrés ambiental, facilitando su
transmisién por contacto directo y produciendo infecciones nosocomiales. A. baumannii
es causante de diversas infecciones en humanos, principalmente del tracto respiratorio.
Ademas, las cepas aisladas son frecuentemente resistentes a varios antibidticos, siendo
muy problematico para las salas de cirugia y unidades de cuidados intensivos (UCI). Las
cepas de mayor relevancia clinica son aquellas productoras de carbapenemasas,
presentando resistencia a colistina e imipenem, siendo ambos antimicrobianos de Ultima
eleccidon (Boucher et al. 2009; Santajit y Indrawattana 2016). Dado que una de las
bacterias de estudio en esta Tesis es A. baumannii, mas adelante se profundizara en las

caracteristicas de este patégeno nosocomial.

P. aeruginosa es un bacilo Gram-negativo, propio de la microbiota intestinal y
dérmica humana, de baja transmisién salvo en pacientes hospitalizados, los cuales son
infectados por contacto directo, fémites o de forma enddgena. La mayoria de cepas son

intrinsecamente menos susceptibles a muchos antimicrobianos y muchas son capaces
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de desarrollar resistencia antimicrobiana durante el tratamiento del paciente,
especialmente a carbapenemas como el imipenem, mediante la combinacion de bombas
de eflujo y produccidn de carbapenemasas. Al igual que en K. pneumoniae, P. aeruginosa
puede adquirir facilmente nuevas resistencias y, a pesar de la emergencia clinica
provocada, la colistina parece seguir siendo efectiva contra la mayoria de cepas
multirresistentes (Boucher et al. 2009; Santajit y Indrawattana 2016).

Por ultimo, Enterobacter spp. es un género de bacilos Gram-negativos que
incluye especies bacterianas con capacidad de producir infecciones nosocomiales,
presentando un amplio abanico de mecanismos de resistencia antimicrobiana mediante
la expresion de varias enzimas degradadoras de antibidticos y que, en su conjunto, hace
gue algunas cepas multirresistentes solo sean sensibles al tratamiento por colistina y

tigeciclina (Boucher et al. 2009; Santajit y Indrawattana 2016).

En 2016, la OMS (Organizacién Mundial de la Salud) recopild un conjunto de
datos referentes a la aparicion de cepas multirresistentes, no solo dentro de los
miembros del grupo ESKAPE, sino también de otras especies bacterianas. Con ello se
creo una lista con las especies bacterianas prioritarias para su investigacion y desarrollo
de nuevos antimicrobianos. Esta lista incluye a doce grupos taxondémicos, divididos a su
vez en tres grupos de prioridad, ordenados de mayor a menor relevancia (Tacconelli
et al. 2018).

En prioridad 1, o critica, se encuentra A. baumannii, P. aeruginosa (ambas
resistentes a carbapenemas) y especies de la familia Enterobacteriaceae (resistentes a
carbapenemas y tercera generacion de cefalosporinas), que incluyen a K. pneumoniae,
E. coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp., Providencia spp. y Morganella
spp.. En prioridad 2, o alta, se encuentra E. faecium (resistente a vancomicina), S.
aureus (resistente a meticilina y vancomicina), H. pylori (resistente a claritromicina),
Campylobacter spp., Salmonella spp. (resistentes a fluoroquinolonas) y N. gonorrhoeae
(resistente a fluoroquinolonas y tercera generacién de cefalosporinas). Por ultimo, en el
grupo de prioridad 3, o media, se encuentra S. pneumoniae (no susceptible a penicilina),
Haemophilus influenzae (resistente ampicilina) y Shigella spp. (resistente a
fluoroquinolonas). Cabe destacar que, Mycobacterium tuberculosis, agente causal de la
tuberculosis, no se encontraba en esta lista de prioridad de la OMS, debido a que ya se
habia establecido previamente la emergencia en el desarrollo de nuevos tratamientos

frente a cepas multirresistentes (Tacconelli et al. 2018).

En este contexto, existe un esfuerzo en la investigacién centrada en nuevos
tratamientos terapéuticos alternativos al uso de antibidticos para solventar Ia
problematica de las multirresistencias, incluyendo los péptidos antimicrobianos, las
nanoparticulas de plata, la terapia con bacteriéfagos o con sus lisinas, el uso de
probidticos, los anticuerpos terapéuticos, los inhibidores sintéticos especificos para las
enzimas de resistencia o las bombas de eflujo bacterianas y la inhibicion de la formacion
de biofilms (Santajit y Indrawattana 2016; Mulani et al. 2019).
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1.2.2. Acinetobacter baumannii

El patdgeno nosocomial A. baumannii es una de las dos especies bacterianas con
las que se han realizado los estudios pertinentes mostrados en esta Tesis Doctoral. A
continuacion, se detalla de forma exhaustiva las caracteristicas principales de esta
bacteria, incluyendo los descubrimientos relacionados con sus sistemas de motilidad y

mecanismos reguladores.

1.2.2.1. El género Acinetobacter

A. baumannii, junto a las demas especies del género, son bacterias Gram-
negativas con una morfologia coco-bacilar agrupadas en diplococos o en pequefias
cadenas. A pesar de ello, la tincién de Gram no es muy eficiente debido a la resistencia
a la decoloracion por etanol, pudiendo quedar células tefiidas de forma positiva. Otra
caracteristica es su patron bioquimico, utilizado antiguamente como método de
identificacion: aerobio estricto, no fermentador, oxidasa e indol negativo, catalasa
positivo y sin capacidad de reducir los nitritos (Baumann et al. 1968; Bergogne-Bérézin
y Towner 1996).

La taxonomia del género Acinetobacter ha variado enormemente desde su
descubrimiento. En un principio, el primer dato descrito sobre este grupo fue en 1911,
denominandolo Micrococcus calcoaceticus, destacandose la capacidad de este
microorganismo de crecer en medio minimo con acetato de calcio. Mas tarde, se acufi6
el término Acinetobacter para distinguir las especies del genero Achromobacter, y en
1968 se agruparian estas cepas con caracteristicas nutricionales y pruebas bioquimicas
similares en un grupo cercano al grupo Moraxella (Brisou y Prevot 1954; Baumann et al.
1968). No fue hasta 1971 cuando el género Acinetobacter seria catalogado de forma
oficial incluyendo las especies Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter anitratus y
Acinetobacter Iwoffii. Posteriormente, con la introduccion de las técnicas de hibridacion
se pudieron describir mas especies dentro del género, entre las que se incluyen
Acinetobacter = haemolyticus, Acinetobacter  johnsonii, Acinetobacter  junii,  A.
baumannii, A. calcoaceticus y A. Iwoffii (Bouvet y Grimont 1986).

En la actualidad, se han identificado nuevas especies asociadas tanto a humanos
como al medioambiente: Acinetobacter radioresistens, Acinetobacter parvus,
Acinetobacter schindleri, Acinetobacter ursingii, Acinetobacter baylyi, Acinetobacter
bouvetii, Acinetobacter grimontii, Acinetobacter tjernhergiae, Acinetobacter towneri,
Acinetobacter tandoii y Acinetobacter gerneri (Peleg et al. 2008; Nemec et al. 2003;
Carr et al. 2003). De todas las especies, A. baumannii es la especie mas caracteristica
del género, debido a su repercusion sanitaria, clasificdndose filogenéticamente dentro
del dominio Bacteria, filo Proteobacteria, clase y-Proteobacteria, orden

Pseudomonadales y familia Moraxellaceae, junto a los géneros Moraxella vy
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Psychrobacter (Rossau et al. 1991). Asi pues, la clasificacion dentro del género sigue
siendo dificil de determinar, estando conformado por 17 especies y 14 mas pendientes
de validacion, destacando Acinetobacter pittii y Acinetobacter nosocomialis por ser
patdgenos humanos (L. Dijkshoorn 2008; Visca et al. 2011).

1.2.2.2. Patologia asociada a infecciones por A. baumannii

A. baumannii fue catalogado como patdégeno nosocomial a finales de la década
de los setenta y, con los afios, su repercusion a nivel sanitario ha ido aumentando hasta
ser considerado por la OMS como el patdgeno multirresistente con mayor prioridad para
el desarrollo de nuevos tratamientos terapéuticos (Tacconelli et al. 2018). Actualmente,
A. baumannii es causa habitual de brotes en centros sanitarios, los cuales representan
aproximadamente el 2% de todas las infecciones asociadas a la atencion médica en los
Estados Unidos y Europa, sin embargo, estas tasas son dos veces mas altas en Asia y
Medio Oriente (Harding et al. 2018). Ademas, el nimero de aislamientos de cepas
multirresistentes durante estos brotes ha ido aumentando en distintas regiones del
globo, generalmente en pacientes con enfermedades subyacentes, principalmente en
aquellos que precisan ventilaciéon mecanica (Towner 2009).

La preocupacidn sanitaria por A. baumannii viene dada por su persistencia en el
ambiente y la dificultad de tratar a los infectados debido a las multirresistencias
exhibidas. La predisposicion a infectarse por A. baumannii radica esencialmente en el
ingreso en un centro hospitalario, debido a una cirugia mayor, presentar heridas como
guemaduras o tener una enfermedad base que predisponga un estado
inmunocomprometido. Por ejemplo, estar ingresado en la UCI durante un periodo de
tiempo relativamente largo y en contacto con material médico aumenta
considerablemente la exposicién a este patégeno. Por otro lado, la ventilacion mecanica,
el uso de catéteres, los procedimientos invasivos o el uso previo de antibiéticos son
factores de riesgo clave para desarrollar la infecciéon. Otros grupos de riesgo son los
inmunodeprimidos como ancianos, nifios o trasplantados (Garcia-Garmendia et al.
2001).

La transmision de A. baumannii en este ambiente es relativamente facil, ya sea
a través del contacto directo entre pacientes y/o personal sanitario, mediante aerosoles
por via aérea, fomites o mediante cualquier tipo de superficie abidtica susceptible de
contener al microorganismo (Wieland et al. 2018; Dijkshoorn et al. 2007). Respecto a
su persistencia, A baumannii es capaz de resistir condiciones adversas del ambiente en
el que se encuentra, como la temperatura, el pH y la humedad, lo que hace muy
complicada su erradicacion y permite su supervivencia largos periodos de tiempo en
fomites que pueden actuar como focos de infeccion. Ademas, tanto las personas sanas

como el personal sanitario pueden actuar como vectores del patégeno, trasladandolo a
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pacientes no infectados del centro hospitalario o incluso a la comunidad (Peleg et al.
2008; McConnell et al. 2013).

En lo referente a la patologia asociada a este microorganismo, A. baumannii ha
sido considerado un patdégeno de baja virulencia, principalmente porque no supone per
Se una amenaza para personas sanas. Sin embargo, en hospedadores susceptibles como
pacientes ingresados en hoispitales, el cuadro clinico puede ser diverso y muy grave, en
funcion de la via de entrada al organismo. Las manifestaciones clinicas mas comunes
son la neumonia, seguido por la bacteriemia, infecciones de heridas o quemaduras v,

finalmente, infecciones del tracto urinario y meningitis (McConnell et al. 2013).

La neumonia es el cuadro clinico mas comun en las infecciones causadas por A.
baumannii, cuya gravedad suele depender del estado del afectado y de las
complicaciones del tratamiento con antibidticos (Luna y Aruj 2007; McConnell et al.
2013). La bacteriemia se produce cuando la bacteria alcanza el torrente sanguineo, tras
la progresion del patdgeno desde la via de entrada hasta la colonizacion y diseminacion
del sistema circulatorio, llegando a ser mortal sin el tratamiento adecuado. Los pacientes
mas afectados son aquellos que se encuentran ingresados en la UCI (Cisneros y
Rodriguez-Bafio 2002). En heridas y quemaduras la infeccién por A. baumannii suele ser
muy persistente y dificil de tratar. Curiosamente, este cuadro se da mas cominmente
en el ambito militar mas que en la unidad de quemados, siendo los brotes de A.
baumannii ocurridos en la guerra de Irak y Afganistan los casos mas conocidos (Petersen
et al. 2007; Scott et al. 2007). Por ultimo, las infecciones del tracto urinario son poco
frecuentes, pero si no se tratan adecuadamente pueden llegar a producir un cuadro de
bacteriemia, y en lo referente a la meningitis, estas suelen adquirirse tras una cirugia

del sistema nervioso central.

En su conjunto, se estima que la tasa de mortalidad en estas infecciones
hospitalarias oscila entre el 23 y el 68% (Metan et al. 2007; McConnell et al. 2013;
Maragakis y Perl 2008). A pesar de que los brotes producidos por A. baumannii suelen
centrarse dentro del ambiente hospitalario, también se han reportado infecciones a nivel
comunitario, en paises con climas calidos y himedos, o bien en personas con
enfermedades subyacentes como la diabetes mellitus, enfermedad obstructiva crénica,
fumadores o alcohdlicos. En este caso, la tasa de mortalidad por A. baumannii
comunitario se estima proxima al 64% (Dexter etal. 2015; Falagas et al. 2007;
Patamatamkul et al. 2017).

Por ultimo, como se ha dicho anteriormente, la dificultad en el tratamiento por
infecciones causadas por A. baumannii radica, como en los otros miembros del grupo
ESKAPE, en la aparicion cada vez mas frecuente de cepas multirresistentes que limitan

la diversidad y cantidad de antimicrobianos disponibles (Boucher et al. 2009).

En la actualidad, el tratamiento mas efectivo para erradicar infecciones de este

patdégeno es el uso combinado de carbapenemas y sulbactam (un B-lactamico y un
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inhibidor de B-lactamasas, respectivamente) (Peleg et al. 2008). En caso de aislarse
cepas resistentes, como tratamiento de Ultima eleccidon suele administrarse colistina o
tigeciclina, siendo la primera una polimixina con efectos nefrotoxicos y la segunda una

tetraciclina derivada de la minociclina (Plachouras et al. 2007; Mutlu Yilmaz et al. 2012).

1.2.2.3. Determinantes patogénicos y regulacion

Ademas de los mecanismos de resistencia antimicrobiana, A. baumannii ostenta
una variedad de componentes que favorecen su virulencia, junto a sistemas reguladores

que controlan su expresion (Skariyachan et al. 2019; De Silva y Kumar 2019).

i) Factores de virulencia

A continuacion, se describen los principales factores de virulencia de A.

baumannii, también resumidos en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2 Principales factores de virulencia en A. baumannii. Modificado de Skariyachan (2019).

Factor de virulencia Efectores Implicacion en patogénesis
Adherencia e invasién, induccién de apoptosis,
Porinas OmpA resistencia sérica y antimicrobiana, motilidad,
persistencia y formacién OMV y biofilm
Bombas ABC, MATE, Resistencia antimicrobiana, motilidad y

Bombas de eflujo SMR, MFS, RND y PACE secrecion de sideroforos

Componentes de
membrana, DNA, RNA y Transferencia horizontal génica y secrecién de

Vesiculas de membrana externa

otros factores de varios componentes efectores
virulencia
Fosfolipasas PLC y PLD Efecto citotdxico, invasion, evasion respuesta

inmune y resistencia sérica
Integridad de la membrana, evasidn respuesta

Lipopolisacaridos y

. . PN LPS y LOS inmune, induccién a apoptosis celular y
lipooligosacaridos ) p Lo : .
resistencia antimicrobiana y sérica
. . L. locus K1, EPS, PgIC, PglL Formacion de biofilm y resistencia
Capsula polisacarida . - -
y BfmRS antimicrobiana y sérica
T1SS Efectores RTX y Bap Formacion de biofilm y efecto citotoxico

Lipasas, elastasas,

P . )
o c T2SS fosfatasas y fosfolipasas Secrecion de enzimas degradadoras
82 Plasmidos pACICU2
g 9 T4SS pABF-)CC Y Transferencia de resistencias antimicrobianas
g g Efecto citotdxico, adhesion y formacion de
) T5SS AbFhaBC, CdiABI y Ata P
(7] biofilm
T6SS Peptidoglicano hidrolasas Competencia con otras bacterias
y nucleasas
. . . Sistemas de adquisicion
Proteinas implicadas en la - ) - . ; . I
S " de hierro, zincy Invasidén, persistencia y estrés oxidativo
captacion de nutrientes
manganeso
" . . Pili de tipo I Y LV, Bap, Resistencia antimicrobiana, estrés ambiental,
Proteinas implicadas en la OmpA, capsula . } o W
Lo . : L evasion sistema inmune, motilidad y formacion
formacion de biofilm polisacarida, T1SS y de biofil
T55S e biofilm

Porinas

Las porinas son proteinas de la membrana externa asociadas a la modulacién de

la permeabilidad celular. OmpA (Outer membrane protein Acinetobacter) es la porina
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con estructura de barril B mas abundante en la membrana externa de A. baumannii y,
ademas, un importante factor de virulencia y mecanismo de resistencia, ya que la
disminucidn de la expresion de esta proteina dificulta la absorcién de antimicrobianos
(Smani et al. 2014; McConnell et al. 2013). Ademas, OmpA juega un papel clave en
otros procesos patogénicos, como la induccidn de la apoptosis de células epiteliales al
liberar moléculas proapoptoticas, la persistencia de A. baumannii en pulmones, facilita
la motilidad, adherencia e invasion al interactuar con la fibronectina e interfiere en la
respuesta inmune mediada por el complemento (Smani et al. 2014; Lee et al. 2017; Li
et al. 2018; Clemmer et al. 2011).

Bombas de eflujo

Una de las principales caracteristicas de A. baumannii es su gran capacidad para
la adquisicion de mecanismos de resistencia a practicamente cualquier tipo de
antimicrobiano. Entre ellos, destacan las B-lactamasas, los AME (Aminoglycoside-
Modifying Enzymes), la modificacién de dianas como las PBP (Penicillin-binding

proteins), modificaciones en GyrA, ParC (que confieren resistencia a quinolonas), en el

rRNA 16S ArmA y en RpoB (confiriendo resistencia a aminoglucosidos y rifampicina,
respectivamente) (Santajit y Indrawattana 2016; Lee et al. 2017; Nemec et al. 2004;
Lin 2014). Ademas de los mecanismos mencionados, las bombas de eflujo también son

un importante mecanismo de resistencia en A. baumannii.

Las bombas de eflujo son estructuras multiproteicas, localizadas en la pared
bacteriana, que expulsan de forma activa compuestos al medio extracelular, entre ellos
muchos antimicrobianos, evitando asi su acumulacién intracelular (Ferndndez vy
Hancock, 2012). Las bombas se clasifican en seis superfamilias; en funciéon de su
estructura, fuente de energia y tipo de sustrato: ABC (Adenosine triphosphate-Binding
Cassette), MATE (Multidrug and Toxic compound Extrusion), SMR (Small Multidrug
Resistance), MFS (Major Facilitator Superfamily), RND (Resistance Nodulation Division)
y PACE (Proteobacterial Antimicrobial Compund Efflux). En A. baumannii se han
identificado bombas pertenecientes a todas las familias descritas (Du et al. 2018;
Hassan et al. 2015; Piddock 2006). Ademas de su papel en la adquisicién de resistencias
a los antimicrobianos, también se ha reportado su implicacién en otros procesos
esenciales para la patogénesis de A. baumannii, como la acciéon de algunas bombas en
la captacion de hierro, a través de la secrecion de sideréforos; o en la motilidad surface-
associated motility, mediante la extrusidon de surfactantes que mediarian en la virulencia
de este patdogeno nosocomial (Pérez-Varela et al. 2019; Lee et al. 2017; Morris et al.
2019).
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Vesiculas de membrana externa

Las vesiculas de membrana externa, también llamadas OMV (Quter Membrane
Vesicle), son vesiculas de entre 20 y 200 nm de didmetro secretadas por muchos
patogenos que se componen de lipopolisacaridos, proteinas periplasmaticas,
fosfolipidos, DNA, RNA y otros compuestos efectores. Las OMVs permiten al patdogeno
interactuar con las células del hospedador sin necesidad de un contacto directo y lanzar
diversos factores de virulencia, como OmpA, fosfolipasas y proteasas que inducen un
efecto citotdxico prominente. Las OMVs de A. baumannii también estan relacionadas con
la propagacién de la resistencia a los antibidticos e inducen la transferencia horizontal
de genes, como por ejemplo aquellos codificantes de carbapenemasas (Rumbo et al.
2011; Skariyachan et al. 2019).

Fosfolipasas

Las fosfolipasas son enzimas lipoliticas esenciales para el metabolismo de los
fosfolipidos y, ademas, un factor de virulencia en muchas bacterias. En A. baumannii se
han identificado las fosfolipasas PLC y PLD, que desestabilizan la membrana celular
eucariota, interfieren en la respuesta inmune, producen un efecto citotéxico y ayudan a

la invasion y a la resistencia sérica (Lee et al. 2017; Skariyachan et al. 2019).

Lipopolisacaridos y lipooligosacaridos

Tanto el lipopolisacarido (LPS) como el lipooligosacarido (LOS) son componentes
esenciales de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas y juegan un papel
primordial ejerciendo como endotoxinas bacterianas. Tanto los LPS como LOS estan
compuestos de un lipido A, glicosilado con oligosacaridos centrales y, en el caso del LPS,
de repeticiones del antigeno O en el extremo libre. En ambos componentes, el lipido A
es la regién mas antigénica siendo también la diana terapéutica de la colistina (Whitfield
y Trent 2014).

Algunas enzimas de A. baumannii son capaces de modificar regiones del lipido
A mediante la adicién de fosfoetanolamina o galactosamina, adquiriendo evasién frente
a la accion del sistema inmune y disminuyendo la susceptibilidad a colistina. Ademas,
A. baumannii, junto con N. meningitidis y Moraxella catarhalis son las Unicas bacterias
conocidas capaces de disminuir los niveles de LOS en la membrana externa hasta su
pérdida completa. Esta adaptacién extrema es conferida por mutaciones en los genes
biosintéticos del lipido A y precisa de mecanismos compensatorios, como la
sobreexpresion de lipoproteinas para estabilizar la membrana externa (Skariyachan
et al. 2019; Harding et al. 2018).
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Capsula polisacarida

Los polisacaridos capsulares estan formados por una gran variedad de
componentes y, en el caso de A. baumannii, genes como ptk, epsA, pg/C y pglL deben
estar correctamente expresados ya que cualquier cambio por disrupcion génica altera
negativamente la supervivencia y virulencia de este patdgeno. Este polisacarido capsular
juega un papel clave en la resistencia antimicrobiana, la respuesta inmune mediada por
el complemento y la formacion de biofilm (Geisinger y Isberg 2015; Russo et al. 2010;
Harding et al. 2018).

Sistemas de secrecion

Como se ha descrito anteriormente, los mecanismos para secretar componentes
efectores fuera de la célula bacteriana son muy diversos. En A. baumannii, se han

identificado cinco de los nueve sistemas descritos (Elhosseiny y Attia 2018).

El T1SS (Type 1 Secretion System) se ha asociado a la extrusién de efectores
toxicos como RTX y a la formacidn de biofilm mediante la proteina Bap (Harding et al.
2017; Skariyachan et al. 2019).

El T2SS (Type 2 Secretion System) esta formado por un complejo de proteinas
Gsp dependiente de sistemas de translocacion de sustrato Sec, cuyos principales
efectores son enzimas degradadoras, criticas para la virulencia de este patdgeno, como
lipasas (LipA y LipH), peptidasas (CpaA), elastasas, fosfatasas y fosfolipasas
(Skariyachan et al. 2019; Elhosseiny y Attia 2018).

El T4SS (Type 4 Secretion System) de A. baumannii apenas ha sido
caracterizado. De los pocos estudios realizados, se han identificado genes homodlogos
presentes en plasmidos como pACICU2 y pAB-CC, los cuales contienen genes homélogos
al sistema T4SS de otros patdgenos, como Legionella o Coxiella, cuya funcidn hipotética
seria la transmisién de genes de resistencia a antimicrobianos (Liu et al. 2014; Morris
et al. 2019).

El T5SS (Type 5 Secretion System), también llamado de autotransporte, es el
mecanismo de secrecidn mas simple descrito, cuyos elementos estan dirigidos por
secuencias sefiales que indican la localizacién subcelular donde establecerse. El T5SS se
subdivide en cinco familias, de las cuales, en A. baumannii, se han identificado dos
sistemas del grupo Vb, AbFhaBC y CdiABI, y uno del grupo Vc, Ata (Morris et al. 2019).
En el sistema Fha, AbFhaC forma un poro de membrana que permite la translocacion de
AbFhaB al exterior que actuaria como una adhesina (Pérez et al. 2017). El sistema CDI
(Contact-Dependent Inhibition), a diferencia de los sistemas Vb candnicos, consta de
tres componentes: la proteina formadora del poro CdiB, la toxina hemaglutinina de
secrecion CdiA y Cdil, la proteina de inmunidad frente a la inhibicién de CdiA (Harding

et al. 2017). Por ultimo, el sistema Ata (Acinetobacter trimeric autotransporter), actia
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como adhesina en matrices extracelulares de tipo colageno y facilita la formacion de
biofilms (Bentancor et al. 2012).

El Ultimo sistema descrito en A. baumannii es el T6SS (Type 6 Secretion
System), que actla exclusivamente sobre otras células bacterianas y permite la
secrecion de una variedad de toxinas, incluidas peptidoglicano hidrolasas y nucleasas,
cuyo efecto bactericida supondria una ventaja frente a otros patdogenos competidores
(Morris et al. 2019). Se ha observado que, en cepas que contienen plasmidos con genes
gue codifican resistencias a antimicrobianos, estos sistemas suelen estar inhibidos,
sugiriéndose un mecanismo de captacion de multirresistencias desde otras células
bacterianas (Weber et al. 2015).

Proteinas implicadas en la captacion de nutrientes

Los metales de transicion como el hierro, el manganeso y el zinc son
indispensables para la mayoria de seres vivos, incluidos los microorganismos patégenos.
Para ello, las bacterias patdgenas como A. baumannii han desarrollado sistemas para

poder captar estos micronutrientes una vez han infectado a sus hospedadores.

El hierro es un micronutriente esencial en la mayoria de organismos superiores,
implicado en la captacidn y transporte de oxigeno en sangre. A. baumannii dispone de
dos mecanismos para la adquisicidon de este ion, mediante la captacion directa por el
sistema Feo, o bien mediante la secreciéon de moléculas quelantes de alta afinidad para
el hierro conocidas como siderdforos (Morris et al. 2019). Se conocen cinco grupos de
siderdforos distintos en este patégeno, siendo la acinetobactina la mas representativa.
Muchos de los genes implicados en la sintesis de sideréforos se localizan en unidades
transcripcionales junto con genes codificates de bombas de eflujo que los secretan y
que, a su vez, se encuentran bajo el control de Fur, principal regulador transcripcional
implicado en el control de la captacién de hierro (Antunes et al. 2011; Eijkelkamp et al.
2011a). A su vez, la limitacion de hierro, por interrupcion de alguno de estos
mecanismos de captacion, conduce a una atenuacion de la virulencia de este patdgeno,
como la desregulacion de los pili de tipo I y IV, la disminucién en la capacidad de formar
biofilm y la resistencia al estrés oxidativo (Ajiboye et al. 2018; Morris et al. 2019).

El zinc es otro micronutriente indispensable para los seres vivos que, durante
una infeccién, producen calprotectina, un quelante de zinc que limita su biodisponibilidad
como mecanismo de inmunidad nutricional. A su vez, A. baumannii contrarresta los
efectos de la calprotectina mediante sistemas de captacién de zinc; el sistema ZnuABC,
que se encarga de captar zinc exdgeno; y ZigA, que regula los niveles intracelulares de
este ion. Al mismo tiempo, ambos sistemas estan bajo control del regulador Zur (Nairn
et al. 2016; Lee et al. 2017).
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Por ultimo, en el caso del manganeso, la infeccidon provocada por A. baumannii
también desencadena la disminucion de su biodisponibilidad, debido a la produccion de
calprotectina. En este patdgeno, los sistemas de captacion han sido poco estudiados,
conociéndose el transportador MumT y la urea carboxilasa MumC, encargados de la
acumulacion de esté ion en respuesta frente a la inmunidad nutricional del hospedador
(Juttukonda et al. 2016; Morris et al. 2019; Tomaras et al. 2003).

Proteinas implicadas en la formacion de biofilm

Los biofilms, o biopeliculas, son comunidades microbianas complejas que viven
adheridas sobre superficies bidticas o abidticas y establecidas en una matriz de diversas
sustancias poliméricas. Hay tres pasos clave para la formacion de biofilm: la adhesidn,
el crecimiento o maduracién y el desprendimiento o salida de las células bacterianas del
biofilm (Santajit y Indrawattana 2016).

En A. baumannii, la formacion de biofilm favorece su supervivencia en ambientes
adversos, al dificultar la accion de los antimicrobianos, conferir resistencia a la
desecacion y al estrés nutricional o evadir la respuesta inmune del hospedador (Di
Domenico et al. 2017). La formacidn de estas comunidades microbianas precisa de un
conjunto de factores, muchos de ellos mencionados anteriormente. Por ejemplo, la
porina OmpA y la capsula polisacarida facilitan la adhesion a superficie durante la
primera etapa de formacidn del biofilm, mientras que componentes efectores del T1SS
(proteinas Bap) y T5SS (poli-B-1,6-N-acetilglucosamina) parecen estar implicados en su
mantenimiento (Di Domenico et al. 2017; Choi et al. 2009).

Otros elementos primordiales son los pili de tipo IV y los pili de tipo 1. El primero,
ademas de estar involucrado en la motilidad twitching, se encuentra implicado en
adherencia y la formacion de biofilm (Dhabaan et al. 2016). El segundo, el pili de tipo I
o Csu, también se ha relacionado con la motilidad, la adhesién y la formaciéon de biofilm
(Moon et al. 2017).

ii) Regulacion de la virulencia

Como en otras bacterias patdgenas, la expresidén de los factores de virulencia
estd rigurosamente bajo el control de sistemas reguladores. En A. baumannii, se han
caracterizado algunos de estos sistemas, como el diguanilato ciclico, el QS o los sistemas

de dos componentes.

Como se dijo anteriormente, el QS en A. baumannii estd regulado por las
proteinas Abal y AbaR (LuxI y LuxR, respectivamente), cuya implicacién en virulencia
viene dada por el control de la motilidad y la capacidad de formar biofilm en este
patégeno (Clemmer et al. 2011; Niu et al. 2008). Por otro lado, la via de sefializacion
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del c-di-GMP, recientemente identificada en A. baumannii, regula negativamente el
surface-associated motility y favorece la formacion de biofilm (Ahmad et al. 2020). En
lo referente a los sistemas de dos componentes, estudios realizados en este patdgeno
estiman unos veinte operones que codifican estos reguladores, sin embargo, el nimero

de sistemas caracterizados es menor (De Silva y Kumar 2019).

El sistema AdeR/AdeS fue el primer mecanismo regulatorio descrito en A.
baumannii. Este sistema se encarga del control de la expresion de la bomba de eflujo
AdeABC de la familia RND, siendo participe de la resistencia a los aminoglucdsidos vy la
tigeciclina (Marchand et al. 2004). Estudios transcriptdmicos han mostrado que
AdeR/AdeS también controla la expresion de casi seiscientos genes, algunos de ellos
posibles factores de virulencia implicados en la formacion de biofilm u otras bombas de
eflujo (Richmond et al. 2016). A pesar de desconocerse la sefial ambiental del sistema,
se evidencia que este podria responder a cambios en la concentracion de sales en el
medio, modulando en cierta manera la susceptibilidad del patdgeno a los antibidticos,
mediante AdeABC, asi como a otros factores de virulencia como el surface-associated

motility o la formacion de biofilm (De Silva y Kumar 2018).

El sistema BaeS/BaeR es un regulador que media con otros sistemas de dos
componentes, como AdeR/AdeS, para el control de la expresion de la bomba AdeABC.
También regula la expresiéon de las bombas de eflujo AdelJK y MacAB-TolC, y la
tolerancia de A. baumannii al &cido tanico (Lin et al. 2015; De Silva y Kumar 2019). En
lo referente al estimulo ambiental, se cree que BaeS/BaeR puede estar involucrado en
la regulacién frente al estrés osmodtico, como se observé en respuesta a altas

concentraciones de sacarosa (Lin et al. 2014).

Otro mecanismo regulador de interés es el sistema PmrA/PmrB, debido a su
implicacién en la resistencia a colistina (Adams et al. 2009). Ademas del receptor de
membrana PmrA y la histidina quinasa PmrB, el sistema consta de un tercer
componente, PmrC, que se encargaria de la modificacion del lipido A, diana de la
colistina, disminuyendo la susceptibilidad a esta y eludiendo la respuesta inmune
(Skariyachan et al. 2019; De Silva y Kumar 2019).

El sistema GacS/GacA en A. baumannii es considerado un regulador global de
virulencia, cuya implicaciéon en la patogénesis abarca diferentes procesos, como el
metabolismo del citrato y de compuestos aromaticos, la sintesis del pili de tipo I, la
motilidad tipo twitching, la formacién de biofilm y la resistencia sérica (Cerqueira et al.
2014; De Silva y Kumar 2019). Otro sistema regulador es BfmR/BfmS, responsable del
control del biofilm, via pili de tipo I, y de la produccién de exopolisacaridos, a través de
la expresidn de genes en el locus K, repercutiendo asi en la resistencia del patégeno a

antimicrobianos y ambientes adversos (Geisinger y Isberg 2015; Geisinger et al. 2018).

Respecto al sistema quimiotactico, en A. baumannii se ha identificado un

homodlogo hibrido de los componentes CheA y CheY, cuyo papel en la virulencia seria el
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de regular el desplazamiento por surface-associated motility y la formacion de biofilm
via pili de tipo I y QS a través de Abal (Chen et al. 2017a).

Otro regulador implicado en el control de factores de virulencia es el factor
transcripcional H-NS, que media en la inhibicién de la expresion de genes asociados al
surface-associated motility, la resistencia a colistina y la adhesion, ademas de la
sobreexpresion de genes asociados a QS, OmpA, T5SS y T6SS (Morris et al. 2019). Por
otro lado, el regulador post-transcripcional Hfg, una chaperona de RNA, modula la
traduccidn de diversos mRNAs, incluidos aquellos implicados en la produccién de OMVs,
fimbrias, formacion de biofilm, adhesion y estrés ambiental (Kuo et al. 2017).

Por ultimo, A. baumannii consta de otros dos sistemas de regulacién con ciertas
peculiaridades, debido a las caracteristicas que los definen. El primero es un homédlogo
al sistema de dos componentes EnvZ/OmpR cuya funcién principal, junto al control
osmoético, es el cambio en la opacidad de las colonias de A. baumannii. Este fendmeno
fue identificado en la cepa AB5075, en la cual se ha observado que, las colonias en fase
translicida son menos virulentas y tienen un patron de motilidad disminuido, en
comparacién con la misma cepa cuando se encuentra en fase opaca (Tipton y Rather
2017). El otro mecanismo descrito en esta bacteria es el llevado a cabo por la proteina
BlsA, un regulador global que detecta la luz azul como estimulo, modulando una gran
cantidad de procesos fisiolégicos, muchos de ellos implicados en virulencia, como los
sistemas de captacién del hierro, la motilidad, la formacién de biofilm y el metabolismo
de varios compuestos. Sin embargo, algunos componentes intermedios del sistema BIsA
siguen siendo desconocidos, al igual que su implicacién en otros procesos como la
competencia entre bacterias via T6SS y la tolerancia a antimicrobianos u otros
ambientes adversos (Pezza et al. 2019; Mussi et al. 2010).

1.2.2.4. La motilidad en A. baumannii

La motilidad en A. baumannii juega un papel clave durante la patogénesis
bacteriana, observdndose que mutantes hipermotiles tienen una virulencia exacerbada
en contraposicion con otros mutantes con patrones de motilidad y virulencia abolidos
(Harding et al. 2018). Paraddjicamente, a pesar de que el nombre del género
Acinetobacter proviene del griego “akineto” que se traduce como "inmévil", muchas
cepas de las especies de A. baumannii y A. nosocomialis son capaces de desplazarse por
dos mecanismos de locomocién independientes: el movimiento tipo twitching y el
surface-associated motility, estando presentes, en funcion de la cepa, ambos
mecanismos, uno o ninguno. Por ejemplo, la cepa MAR002 es capaz de moverse
mediante los dos patrones de motilidad, la cepa modelo ATCC 17978 solo es capaz de
desplazarse mediante surface-associated motility, la cepa AYE solo por twitching,
mientras que otras cepas como ATCC 19606 son inmodviles (Eijkelkamp et al. 2011b;
Pérez-Varela et al. 2017).
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La motilidad de tipo twitching es un sistema de desplazamiento bien
caracterizado en muchos géneros bacterianos, dependiente de la integridad del pili de
tipo IV y de sus fases ciclicas de extension, adhesion y retraccion. Sin embargo, a pesar
de haberse caracterizado el vinculo entre los pili de tipo IV con el movimiento twitching,
la adhesion a superficies y la formacién de biofilm, mediante disrupcidn génica de pilA,
pilD y pilT en A. baumannii, |a relacidon directa entre twitching y virulencia sigue sin estar
esclarecida (Dhabaan et al. 2016; Harding et al. 2013).

No obstante, estudios transcriptomicos han demostrado un aumento en la
expresion de genes relacionados con la sintesis de pili de tipo IV durante el crecimiento
en suero humano, denotando la importancia de este apéndice durante un cuadro clinico
de bacteriemia (Jacobs et al. 2012a; Harding et al. 2018; Cerqueira et al. 2014). Por
otro lado, se ha visto que la subunidad principal del filamento de pilina, PilA, muestra
una enorme divergencia de secuencia entre distintas cepas de A. baumannii, muy por
encima de lo esperado en una especie bacteriana, lo que podria justificar la variacidén en
cuanto a la presencia de cepas capaces de desplazarse mediante twitching, ademas de
otros fenotipos asociados (Piepenbrink et al. 2016; Harding et al. 2018; Eijkelkamp
et al. 2011b).

La otra forma de motilidad caracteristica de algunas cepas de A. baumannii es
la denominada surface-associated motility, o motilidad asociada a superficie. Aunque
inicialmente se considerd un movimiento dependiente de pili de tipo IV, posteriormente
se rechazd esta teoria, corroborando la independencia de este desplazamiento con el
apéndice en cuestion (Clemmer et al. 2011; Harding et al. 2013). Del mismo modo, por
similitudes macroscépicas, el surface-associated motility también ha sido descrito
erroneamente como desplazamiento swarming en A. baumannii, a pesar de que este

microorganismo carece de flagelos (Harding et al. 2018).

Actualmente, a pesar de ser un movimiento vagamente caracterizado, se sabe
que la sintesis de 1,3-diaminopropano (DAP), la producciéon de LOS, la porina OmpA y
cinco de las seis superfamilias de bombas de eflujo participan en cierto grado este tipo
de motilidad (Skiebe et al. 2012; McQueary et al. 2012; Pérez-Varela et al. 2019). Por
otro lado, la regulacion del surface-associated motility en A. baumannii comprende una
amplia gama de mecanismos, muchos de ellos sorprendentemente peculiares como son:
el fendmeno de opacidad variable, el c-di-GMP, el sistema QS, el sistema AdeR/AdeS, la
deteccién de luz azul mediada por BIsA y el componente del sistema quimiotactico CheA-
like (Clemmer et al. 2011; Mussi et al. 2010; Chen et al. 2017a; Tipton y Rather 2017;
Ahmad et al. 2020). Por ultimo, el surface-associated motility ha podido ser vinculado a
un efecto directo en la virulencia, de ahi la importancia de comprender este
desplazamiento caracteristico del patégeno nosocomial A. baumannii (Eijkelkamp et al.
2013; Pérez-Varela et al. 2017; Skiebe et al. 2012).
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1.3. Fitopatogénesis bacteriana

Las bacterias fitopatdégenas son un conjunto de microorganismos capaces de
colonizar a plantas y producirles una patologia asociada. Esta infeccion desencadena un
conjunto de efectos perniciosos especificos que, en funcién de cada patdgeno, incluye

desde una reduccion del bienestar de la planta, hasta su muerte (Pfeilmeier et al. 2016).

La infeccion bacteriana en plantas y patogénesis consecuente requiere de un
proceso complejo altamente orquestado, a lo largo del tiempo requerido para completar
el ciclo biolégico de la bacteria fitopatdgena dentro de su hospedador. El proceso
infectivo en la mayoria de estas bacterias suele iniciarse en el ambiente exterior donde
la bacteria ha de migrar hasta las raices de la planta hospedadora. En este punto, la
bacteria fitopatdgena se adhiere a ella, pudiendo formar un biofilm o bien penetrar hasta
el apoplasto, aprovechando aberturas naturales o producidas. Dentro del apoplasto, la
bacteria puede migrar y colonizar otros espacios intra o intercelulares, como el xilema
y demas tejidos; estableciendo una sintomatologia que dependera de la maquinaria
patogénica disponible (Melotto y Kunkel 2013; Boucher et al. 2001; Khokhani et al.
2017; Fatima y Senthil-Kumar 2015).

El reconocimiento de las condiciones fisicoquimicas externas es indispensable
para poder establecer la infeccidon a largo plazo. Esta deteccion fuera y dentro del
hospedador, mediante el uso vias de transduccion de sefiales u otros sensores, permite
desencadenar respuestas apropiadas tanto en una célula bacteriana individual como a
nivel poblacional, permitiendo modular los factores de virulencia en el momento indicado
(Pfeilmeier et al. 2016; Boucher et al. 2001; Loh et al. 2002; Melotto y Kunkel 2013).

Las bacterias fitopatégenas no producen per se un efecto adverso sobre la salud
humana. Sin embargo, algunos grupos de fitopatégenos son capaces de infectar
especies vegetales de interés para la industria agroalimentaria, provocando importantes
pérdidas en cultivos y, consecuentemente, un aumento del coste de produccién. El
impacto sufrido es tan grande que la disminucién de la productividad puede llegar a
provocar consecuencias alarmantes en el suministro alimentario ya que, para gran parte
de la poblacién mundial, los alimentos obtenidos de la agricultura son practicamente el
Unico sustento (Strange y Scott 2005; Sundin et al. 2016).

1.3.1. Pincipales fitopatogenos de impacto agroalimentario

Actualmente, la lista de bacterias fitopatégenas de mayor interés incluye a las
siguientes especies o géneros: P. syringae, R. solanacearum, Agrobacterium
tumefaciens, Xanthomonas spp., Erwinia amylovora, X. fastidiosa, Dickeya spp. y
Pectobacterium carotovorum; siendo responsables de la mayor parte de la pérdidas en

productividad y merma econémica (Mansfield et al. 2012). A continuacion, se detallan
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brevemente las caracteristicas y repercusiones de cada una de estas bacterias
fitopatdgenas (Fig. 1.15).

Figura 1.15 Principales fitopatégenos bacterianos y efectos adversos: (A) lesiones foliares de
Phaseolus vulgaris (alubia) producidos por P. syringae pv. phaseolicola, (B) marchitez bacteriana
en cultivos de tomate causada por R. solanacearum, (C) tumoraciones del tallo de tomateras
infectadas por A. tumefaciens, (D) marchitez foliar en Manihot esculenta (yuca) producida por
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, (E) racimo de flor de manzana infectado por Erwinia
amylovora, (F) clorosis en hojas de naranjo producido por X. fastidiosa, (G) sintomas de
podredumbre en patatas provocada por Dickeya sp. y (H) podredumbre blanda en patatera causada
por P. atrosepticum. Imagenes modificadas de Arnold et al., (2011), Mansfield et al., (2012) y
Reverchon y Nasser (2013).

P. syringae es uno de los patégenos de plantas mejor estudiados, utilizado como
modelo de investigacién para entender las interacciones bacteria-planta, los
mecanismos de virulencia y la adaptacion del hospedador frente a fitopatdgenos. P.
syringae presenta dos mecanismos principales de virulencia: el primero es la supresion
de la inmunidad del huésped y el segundo es la creaciéon de un apoplasto acuoso para
formar su nicho en las hojas de la planta infectada, ademds de poseer toda una
maquinaria de factores de virulencia como los efectores Hrp (Hypersensitive Reaction
and Pathogenicity), el T3SS (Type 3 Secretion System) y la produccion de proteinas INA
(Ice Nucleation-Active) (Xin et al. 2018; Jovanovic et al. 2011; Maki et al. 1974; Arnold
et al. 2011). En los ultimos afios, los cultivos de tomate, alubia, olivo, avena y la industria
del kiwi han sido los mas afectados, con pérdidas econdmicas millonarias (Vanneste
2017; Mansfield et al. 2012).

R. solanacearum es una de las bacterias fitopatégenas mas destructivas del
mundo, causante de la enfermedad conocida como marchitez bacteriana que causa la
muerte de la planta infectada en pocos dias. La especie abarca un rango de
hospedadores de mas de 200 especies de plantas que, junto con su distribucién
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geografica mundial, produce pérdidas econdmicas y de productividad en cultivos de
patata, tomate, tabaco, jengibre, eucalipto, cacahuete y platano en todo el mundo.
(Allen et al. 2005; Mansfield et al. 2012; Elphinstone 2005). Dado que R. solanacearum
es la otra bacteria de estudio en esta Tesis, mas adelante se profundizard en las

caracteristicas de este patdgeno vegetal.

A. tumefaciens es otro fitopatégeno particular que produce unos crecimientos
neoplasicos llamados agallas, que disminuyen la productividad de los cultivos infectados,
principalmente nueces, vides y frutas con hueso. Una de las caracteristicas principales
es su capacidad Unica para transferir material genético (T-DNA) de la bacteria a la planta
infectada, el cual se integra en el genoma de la planta produciendo cambios fisioldgicos
en esta (Chilton et al. 1977). Esta propiedad ha sido muy estudiada no solo por ser un
fendbmeno de interaccidn patdégeno-hospedador Unico, sino por sus aplicaciones

biotecnoldgicas (Mansfield et al. 2012; Bourras et al. 2015).

El género Xanthomonas incluye las especies de importancia agroalimentaria
Xanthomonas oryzae, Xanthomonas axonopodis y Xanthomonas campestris, las cuales
afectan, severa y respectivamente, a la produccidn de arroz y yuca, entre otros cultivos.
Este grupo de fitopatdgenos produce dafos severos en sus hospedadores mediante los
efectores secretados y la gran produccidn de exopolisacaridos (Mansfield et al. 2012;
Strange y Scott 2005).

E. amylovora es la especie causante de la enfermedad conocida como fuego
bacteriano, que afecta a cultivos de manzanos, perales, membrillos, nisperos y otras
plantas ornamentales (Cother 2001). Como curiosidad, fue la primera especie bacteriana
descrita como agente causal de enfermedades en organismos vegetales, ademas de
presentar uno de los genomas mas pequefios dentro del grupo de bacterias
fitopatdgenas (Mansfield et al. 2012).

El fitopatdgeno X. fastidiosa es el agente causal de la clorosis en citricos y la
enfermedad de Pierce en vifiedos, ademas de afectar a cultivos de café, melocotoneros
y perales. También fue la primera bacteria fitopatégena en tener su genoma secuenciado
(Simpson et al. 2000; Mansfield et al. 2012).

Todas las especies del género Dickeya son capaces de infectar a una amplia
diversidad de angiospermas, siendo Dickeya dadantii la que cuenta con mayor
notoriedad debido a los efectos que produce en cultivos de patata a nivel europeo,
causando la enfermedad conocida como podredumbre blanda que produce la marchitez
del tubérculo (Ma et al. 2007; Mansfield et al. 2012).

Por ultimo, otra bacteria fitopatégena de interés econémico es la especie P.
carotovorum, también causante de la podredumbre blanda en cultivos de patata a través
de la secrecidn de varias enzimas hidroliticas (Ma et al. 2007; Mansfield et al. 2012).
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1.3.2. Ralstonia solanacearum

La bacteria fitopatdgena R. solanacearum es la segunda especie bacteriana en
la cual se han realizado los estudios pertinentes mostrados en esta Tesis Doctoral. A
continuacion, se detalla de forma exhaustiva las caracteristicas principales de esta
bacteria, incluyendo los mecanismos reguladores implicados en el desarrollo de su ciclo

de vida, ai como los descubrimientos relacionados con su sistema de motilidad.

1.3.2.1. El complejo de especies de R. solanacearum

R. solanacearum es una bacteria Gram-negativa, con morfologia bacilar cuya
clasificacién taxondmica ha variado a lo largo del tiempo. Tras su descubrimiento en
1896, la especie fue bautizada como Bacillus solanacearum, en 1914 se renombro a
Pseudomonas solanacearum y afios mas tarde (1992) a Burkholderia solanacearum; no
siendo hasta 1995 cuando recibié el nombre con el que se la conoce a dia de hoy
(Yabuuchi et al. 1995). En la actualidad, la especie R. solanacearum se encuentra
clasificada filogenéticamente dentro del dominio Bacteria, filo Proteobacteria, clase B-
Proteobacteria, orden Burkholderiales y familia Burkholderiaceae; jutno a otras especies
descritas como Ralstonia pickettii, Ralstonia syzygii, Ralstonia insidiosa, Ralstonia
celebensis y Ralstonia pseudosolanacearum (Safni et al. 2014; Genin 2010). Asimismo,
la especie también se subdividid: primero en funcién del rango de hospedadores de cada
cepa (Buddenhagen et al. 1962); posteriormente en cinco biovariedades, dependiendo
de su rango de metabolizacion de azucares (Hayward 1964); y finalmente, tras el inicio
de la era gendmica, en cuatro filotipos, concordando esta ultima con la distribucion
geografica del conjunto de cepas que forman cada filotipo (Fegan y Prior 2005; Safni
et al. 2014). El filotipo I esta formado por el conjunto de cepas originarias de Asia, el
filotipo II (actualmente subdividido en IIA y IIB) de cepas de origen americano, el filotipo
I1I de Africa y el filotipo IV de Indonesia, Australia y Japon (Peeters et al. 2013; Safni
et al. 2014; Wicker et al. 2012).

El complejo de una especie se define como un grupo de aislados estrechamente
relacionados cuyos miembros individuales pueden representar a mas de una especie.
De acuerdo con este punto de vista, las cepas de especies relacionadas R. syzygii y R.
celebensis pertenecen al complejo de la especie R. solanacearum dentro del filotipo IV
(Genin 2010). Asi pues, y como se muestra en la Figura 1.16, la clasificacion de filotipos
conforma el complejo de especies de R. solanacearum que, junto con estudios de
reconstruccidon genealdgica, ha permitido predecir el origen de este fitopatégeno y su
consecuente distribucion global.

Se hipotetiza que la espcie R. solanacearum se origind antes de la fragmentacion
de Gondwana (hace aproximadamente 200 millones de afios) en las regiones actuales
de Australia/Indonesia (filotipo IV), la cual se diseminé primero por Africa Oriental y,
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posteriormente, por la regidn asiatica (filotipos III y I, respectivamente). Al mismo
tiempo, R. solanacearum se disemind también por la actual regidon de Brasil,
esparciéndose posteriormente por todo el continente americano (filotipos IIA y IIB)
(Wicker et al. 2012; Castillo y Greenberg 2007).

Filotipo IIA

Filotipo III

Figura 1.16 Distribucion geografica de los filotipos que conforman el complejo de especies de R.

solanacearum y su diseminacién mundial. Modificado de Wicker et al., (2012).

En su conjunto, el complejo de especies de R. solanacearum abarca
practicamente la totalidad del globo, predominando en zonas tropicales y subtropicales,
y emergiendo en climas mas templados como América del Norte y Europa. Dada la
amplia distribucion que presenta R. solanacearum, no es de extrafiar que presente un
rango de hospedadores tan amplio, estimado en mas de 250 especies de plantas
clasificadas en un total de 54 familias de plantas monocotileddoneas y dicotileddneas,
muchas de importancia para la industria agroalimentaria (Elphinstone 2005; Hayward
1991).

Las pérdidas econdmicas directas causadas por R. solanacearum son dificiles de
determinar, ya que varian enormemente en funcién de la cepa, el cultivo afectado y la
region del mundo donde se producen. Por ejemplo, se ha estimado que en los cultivos
de tomate existe un rango de pérdidas de rendimiento en la produccién del 0 al 91%,
en cultivos de patata del 33 al 90%, en tabaco del 10 al 30% vy del 80 al 100% en
platano. Ademas, su control y eliminacién es dificil de establecer ya que este
fitopatdgeno sobrevive largo tiempo en el suelo, agua y también puede establecerse
asintomaticamente en algunas especies botanicas que utiliza como reservorio, como
Solanum dulcamara (Elphinstone 2005; Yuliar et al. 2015; Granada y Sequeira 1983).
Aparte de los hospedadores clasicos, se han descubierto nuevas cepas de R.
solanacearum con capacidad de infectar nuevos hospedadores, por ejemplo, las
cucurbitdceas (meldn, sandia y calabaza) (Wicker et al. 2007).
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El rango de hospedadores varia en funcién de la cepa, por ejemplo, R.
solanacearum GMI1000, la cepa mas estudiada, posee un rango de hospedador muy
amplio, a diferencia de otras cepas cuyo rango es mucho mas restringido. Se ha
demostrado que algunas proteinas efectoras secretadas determinan el rango de
hospedador. Por ejemplo, la proteina efectora PopP2 es determinante para que cepas
de R. solanacearum puedan infectar a Arabisdopsis thaliana (Bernoux et al. 2008), la
proteina efectora GALA7 permite a la cepa GMI1000 reconocer e infectar a la planta
leguminosa Medicago truncatula (Angot et al. 2006), mientras que Rsal es determinante
para la infeccion especifica de plantas de pimienta (Jeong et al. 2011).

La extensa distribucion geografica y el amplio rango de hospedadores evidencia
la alta plasticidad genética de R. solanacearum, permitiendo al complejo de especies
gue lo consituyen adaptarse rapidamente a cambios ambientales, nuevos hospedadores
y de contrarrestar la resistencia de estos. Esta plasticidad y gran biodiversidad ha sido
justificada debido a la competencia natural de R. solanacearum para incorporar muy
eficientemente, mediante transformacion, largas secuencias de DNA exoégeno (30-90
kb) y a la capacidad de recombinar este DNA, permitiendo asi la transferencia horizontal
de genes de virulencia entre distintas cepas (Genin y Denny 2012; Peeters et al. 2013;
Wicker et al. 2012).

1.3.2.2. Ciclo de vida y marchitez bacteriana

El ciclo de vida de R. solanacearum puede dividirse en dos etapas, en funcién de
si se encuentra dentro o fuera de una planta hospedadora (Fig. 1.16). Al final de la etapa
infectiva, la planta almacena grandes cantidades de bacteria en sus tejidos (entre 108 y
101° CFU/g de tejido) y, por lo general, muere a causa de los efectos producidos. En
este momento, la bacteria ha de sobrevivir hasta poder infectar a un nuevo hospedador,
iniciando la etapa de vida libre o sapréfita (Hayward 1991; Caldwell et al. 2017; Denny
2007). Esta fase se inicia con la salida de la bacteria de la planta colonizada, a través
de las raices o exudados emergentes de la superficie del tallo, contaminando el suelo,
agua circundante o incluso adhiriéndose a insectos que actuardn como vectores
(Swanson et al. 2005; Hayward 1991; Coutinho y Wingfield 2017).

En agua, principal mecanismo de expansién de R. solanacearum a través del
riego de cultivos, la bacteria puede sobrevivir desde varias semanas hasta afios,
dependiendo de las condiciones medioambientales. Por ejemplo, en agua pura entre 20
y 25°C puede sobrevivir mas de cuarenta afios, mientras que a temperaturas inferiores
a 40C, junto a un pH extremo y la presencia de sales u otras bacterias competidoras, su
viabilidad se reduce drasticamente (Caruso et al. 2005; Alvarez et al. 2007; Elsas et al.
2001). Por otro lado, la supervivencia de R. solanacearum en suelos es mas dificil de
determinar. No obstante, se sabe que el mantenimiento de la bacteria en suelos va

ligado principalmente a la humedad de este, considerando niveles superiores al 20%
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suficientes para su permanencia durante dos afios, mientras que climas mas secos
reducen drasticamente su supervivencia en suelos (Hayward 1991). Otros factores como
la temperatura, el tipo de suelo, los nutrientes y la microbiota presente también afectan
a su supervivencia (Denny 2007). Para periodos de tiempo superiores a los dos afios, R.
solanacearum puede sobrevivir en suelos ricos en nutrientes, normalmente cerca de
raices, o infectando de forma asintomatica raices de plantas que no son hospedadores
predilectos, estableciéndose de forma latente para que asi, cuando vuelva a haber
presencia de las plantas hospedadoras predilectas, la bacteria vuelva al suelo (Swanson
et al. 2005; Elphinstone 2005; Denny 2007).

Ademas, R. solanacearum es capaz de entrar en un estado llamado VNC (viable
no cultivable). Este estado fisioldgico, descrito en otras bacterias, se caracteriza por la
presencia de células bacterianas metabdlicamente activas pero que no se dividen, hecho
que impide su cultivo en el laboratorio. Las células VNC pueden generarse en respuesta
a condiciones ambientales de estrés, como temperaturas bajas, que a su vez dificultan
la deteccion de R. solanacearum por métodos clasicos, sin embargo, este estado VNC
puede revertir de nuevo y permitir la infeccidén de nuevas plantas hospedadoras (Alvarez
et al. 2008; Grey y Steck 2001; Caruso et al. 2005).

Tras sobrevivir y dispersarse durante la fase saproéfita, R. solanacearum ha de
colonizar y establecerse en una planta hospedadora, iniciando el proceso de infeccion.
En primer lugar, este fitopatégeno ha de detectar, migrar y adherirse a las raices de una
planta hospedadora; mediante quimiotaxis, desplazamiento mediado por flagelos hacia
exudados de esta y posterior adherencia por pili de tipo IV (Yao y Allen 2006; Allen et al.
2005; Kang et al. 2002). Una vez adherida, la bacteria entra en la planta a través de
heridas, o aberturas naturales, como los sitios de surgimiento o elongaciones
secundarias de la raiz. Las heridas o aberturas no naturales de las raices pueden ser
provocadas por muchos nematodos ambientales o, en la mayoria de casos, por practicas
agricolas comunes (Caldwell et al. 2017; Denny 2007). Por otro lado, el propio desarrollo
de la planta produce la aparicidon de aberturas que permiten a insectos vectores inocular

la bacteria procedente de otras plantas infectadas (Buddenhagen y Kelman 1964).

Tras su adherencia y entrada, R. solanacearum coloniza los espacios
intercelulares de la raiz (apoplasto), propagandose hasta el xilema, donde se multiplica
y extiende hacia otras regiones del tallo de forma sistémica. Durante este periodo, una
semana aproximadamente, el objetivo de este fitopatdgeno es maximizar su poblacién
(alcanzando concentraciones superiores a 10!° CFUs/g de tejido) antes de producir la
marchitez y muerte de la planta hospedadora, efecto secundario debido a la explotacién
del nicho ecolégico a expensas del hospedador (Hikichi et al. 2017; Peeters et al. 2013;
Genin 2010). Cuando R. solanacearum invade los vasos del xilema, no encuentra
practicamente barreras fisicas que eviten su colonizacién sistémica, permitiendo su
migracion axial, a lo largo de toda la longitud de la planta. Para la expansién a nivel

radial, las bacterias suelen agregarse a las paredes del conducto, ocupando el sitio de
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células muertas de la planta, fomentando la rotura de los conductos para colonizar los

vasos adyacentes del parénquima (Digonnet et al. 2012; Jacobs et al. 2012b).

Durante esta diseminacién por los tejidos de la planta hospedadora se inician los
procesos que concluirdn con la aparicion de los sintomas caracteristicos de la
enfermedad conocida como marchitez bacteriana. El momento de aparicion de estos
sintomas depende de la planta hospedadora; por ejemplo, en variedades de tomate
susceptibles, los primeros sintomas de marchitez se visualizan cuando la concentracion
bacteriana alcanza valores de 4x107 CFUs/g de tejido (McGarvey etal. 1999).
Paralelamente, se produce una gran secrecion de exopolisacaridos, a unas
concentraciones de 100 pg/g de tejido que, junto al crecimiento bacteriano, provoca la
reduccion del flujo de savia por el xilema hasta su obstruccion total y, por lo tanto, la
disfuncion vascular que impide que el agua llegue a las hojas. Este bloqueo provoca el
marchitamiento de los tejidos elevados de la planta infectada y, a corto plazo, su muerte
(Peeters et al. 2013; Hikichi et al. 2017; Buddenhagen y Kelman 1964; Genin 2010).
De este modo y, tras la muerte de su hospedador, R. solanacearum repetira su ciclo,
iniciando nuevamente la fase de vida libre que le conducird hasta unas nuevas plantas
hospedadoras que infectar (Fig. 1.17) (Caldwell et al. 2017; Denny 2007).

3. Fase infectiva de colonizacién de la raiz
y diseminacion por los conductos del
xilema

2. Deteccién, migracion y
adhesion hacia las raices de
la nueva planta hospedadora

4. Colonizacién sistémica, obstrucciéon del
xilema y aparicion sintoméatica de marchitez
bacteriana

=" 5 Muerte del hospedador y final de
L= la fase parasitica con dispersion

1. Fase de vida libre y supervivencia hacia el ambiente externo

en suelo, aguas o especies vegetales

como reservorio

Figura 1.17 Ciclo de vida de R. solanacearum. Modificado de Genin et al., (2010).

Los sintomas causados por R. solanacearum durante la marchitez bacteriana
varian en funcion de la especie vegetal infectada. Por ejemplo, en plantas de tomate y
tabaco la marchitez produce una putrefaccion del tallo (Denny 2007; Peeters et al. 2013;
Elphinstone 2005). En patateras, la marchitez suele llamarse también podredumbre

parda y se caracteriza por la decoloracién externa del tallo y de los tubérculos, mientras
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que las hojas suelen permanecer asintomaticas o devenir amarillas hasta secarse
(Swanson et al. 2005; Denny 2007; Peeters et al. 2013). En paises de América Latina y
del Caribe, la marchitez bacteriana en platanos se la conoce como enfermedad de Moko
y se caracteriza por la rapida maduracién y ennegrecimiento de la fruta; mientras que,
en Filipinas, la enfermedad se conoce como Bugtok y los sintomas se limitan a la zona
de la inflorescencia, sin dafiar al fruto. Por otro lado, en Indonesia, la patologia
provocada en plataneros se la conoce como enfermedad de la sangre y los sintomas se
parecen a la enfermedad de Moko, mostrando una podredumbre rojiza y seca en la fruta
(Denny 2007; Safni et al. 2018). El marchitamiento bacteriano en plantas de jengibre
afecta principalmente a la regién de Indonesia y Asia, caracterizado por la aparicion de
un exudado lechoso blanquecino y una decoloracidn grisacea hasta la muerte de la
planta (Elphinstone 2005; Denny 2007). Por ultimo, en las islas de Sumatra y Java, el
fitopatdgeno causa la enfermedad del clavo de Sumatra (Syzygium aromaticum), cuyo
marchitamiento se produce principalmente en plantas adultas, acompafiado de un

exudado blanco o marrén palido (Purcell y Hopkins 1996).

1.3.2.3. Determinantes de patogenicidad y regulacion

Todo el ciclo de vida R. solanacearum se coordina con precision mediante una
compleja via de transduccién de sefales reguladoras (Hikichi et al. 2017; Schell 2000).
Estos sistemas regulan una gran gama de componentes con los que la bacteria puede
reconocer a sus hospedadores, infectarlos y modificar su fisiologia para favorecer la

accesibilidad a nutrientes y maximizar el crecimiento poblacional.

i) Factores de virulencia

A continuacion, se describen los principales factores de virulencia dentro del

complejo de especies de R. solanacearum, resumidos en la Tabla 1.3.

Tabla 1.3 Principales factores de virulencia en R. solanacearum. Modificado de Genin (2010).

Factor de virulencia Efectores Implicacion en patogénesis
Exopolisacarido EPS I Obstruccién del xilema y proteccion antigénica
Enzimas pectinoliticas y .
@ \g T2SS celuloliticas Degradacion de pared celular vegetal
E ) g T3SS Efectores T3E Reconocimiento y supresion de defensas del hospedador
T
:!;' 9 T5SS Efectores Tat Desconocida
7]
T6SS Hcp Motilidad y formacién de biofilm
. .. . Resistencia a compuestos toxicos, tolerancia al estrés
Enzimas de proteccion Catalasas y peroxidasas celular
Bombas de eflujo AcrA y DinF Resistencia a antimicrobianos

Etileno, auxinas y

. L Desconocida
citoquininas

Fitohormonas

Otros metabolitos Spec y MetE Versatilidad metabdlica y viabilidad en planta
Apéndices Flagelo, pili de tipo IV y Flp Motilidad, adhesion y formacién de biofilm
Lectinas RS-IIL Adhesion a superficie
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Exopolisacarido

El exopolisacarido, concretamente el polisacarido extracelular I (EPS I), es el
factor de virulencia mas importante en la patogénesis de R. solanacearum. Se trata de
un polimero limoso, heterogéneo y de alto peso molecular formado equimolarmente por
varios azucares. Este polimero es producido en grandes cantidades, tanto en el interior
de la planta infectada como en cultivos de laboratorio, pudiendo formar parte de una
capsula polisacarida o bien ser secretado al medio (Denny 1991; Orgambide et al. 1991;
McGarvey et al. 1998).

La acumulacién de EPS I en los conductos del xilema produce la disfuncidn
vascular causante de los sintomas de la marchitez bacteriana. Ademas, este polisacarido
protege al fitopatdogeno de respuestas antimicrobianas por parte de la planta (Genin y
Denny 2012; Denny 1991). Se ha visto que mutantes deficientes en su produccién no
colonizan los vasos del xilema de forma eficiente y apenas producen sintomas. Por otro
lado, algunas especies de plantas producen etileno y acido salicilico en respuesta al EPS,
impidiendo la aparicion de la enfermedad (Milling et al. 2011; Saile et al. 1997; Meng
2013; Schell 2000).

Sistemas de secrecion

Otro factor de virulencia determinante para la patogénesis de R. solanacearum
es su gran repertorio de sistemas para secretar proteinas efectoras al medio extracelular
o al citoplasma de células vegetales, muy comun en otras bacterias patdégenas
(Poueymiro y Genin 2009; Gerlach y Hensel 2007). La lista de efectores secretados por
el complejo de especies de R. solanacearum es extensa, denotando la correlacién de
esta gran diversidad de efectores para delimitar su versatilidad de hospedadores y
distribuciéon geografica. Ademas, los analisis de secuencias de R. solanacearum
GMI1000, principal cepa de estudio, han demostrado la presencia de seis vias de
secrecion distintas, a través de las cuales se exportan innumerables compuestos
polipeptidicos efectores (Alfano y Collmer 1997; Kang Yaowei et al. 1994). Sin embargo,
muchos sistemas y efectores siguen sin estar caracterizados y/o se desconoce su papel
en la virulencia de esta bacteria (Genin y Boucher 2004; Deslandes y Genin 2014).

El T1SS, es un mecanismo de estructura similar a los transportadores de
membrana ABC y que forma un poro a través del cual se secretan al medio pequeios
compuestos tanto proteicos como no proteicos. Por otro lado, el T4SS se caracteriza por
ser capaz no solo de translocar efectores peptidicos sino también complejos proteina-
DNA (Gerlach y Hensel 2007). A pesar de que los estudios gendémicos en R.
solanacearum GMI1000 han permitido identificar varias regiones posiblemente
relacionadas con ambos sistemas, como el cluster RSc2574-RSc2622 para el T4SS, aln
no se ha esclarecido la implicacion de estos sistemas en la virulencia de este

fitopatégeno (Genin y Boucher 2004; Poueymiro y Genin 2009).
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En el caso del T2SS, se sabe que la inactivacion de este sistema afecta
notablemente a la virulencia de R. solanacearum. Este sistema permite la secrecidon de
una gran variedad de proteinas al medio externo, entre las cuales se han identificado
varias enzimas que degradan la pared de las células vegetales, acelerandose el
marchitamiento de la planta (Schell 2000; Kang Yaowei et al. 1994). Las enzimas
pectinoliticas Pme y PehB forman parte de un conjunto de proteinas capaces de hidrolizar
parcialmente la pectina, componente de la pared vegetal (Genin y Denny 2012; Schell
2000). Otro grupo de enzimas son las proteinas celuloliticas Egl y CbhA, capaces de
degradar la celulosa de la pared vegetal, cuya inactivacion retrasa la dispersién del
fitopatdogeno (Roberts et al. 1988). Sin embargo, no todas las proteinas efectoras de
este sistema han sido identificadas, ya que la inactivacion de la maquinaria secretora
del T2SS abole la virulencia del fitopatdgeno de forma mas notable que la inactivacion

de todas las enzimas descritas (Liu et al. 2005; Poueymiro y Genin 2009).

El T3SS estda formado por un complejo conjunto proteico muy relacionado
estructural y evolutivamente con el flagelo bacteriano. Ademas de encontrarse muy
extendido en el dominio Bacteria, permitie la secrecion e inyeccion directa de
compuestos efectores al citoplasma de la célula diana (Gerlach y Hensel 2007). En R.
solanacearum, los genes implicados en la sintesis del T3SS estan codificados en el
megaplasmido, concretamente en el cluster hrp, de mas de 23 kb, que incluye cinco
unidades transcripcionales. La implicacion de este sistema en la virulencia de R.
solanacearum ha sido ampliamente demostrada, mostrando que la inactivacién de
cualquiera de los genes hrp causa la pérdida casi completa de la capacidad de
multiplicarse en hospedadores susceptibles, de provocar una respuesta hipersensible en
plantas asi como de producir la marchitez bacteriana (Genin y Denny 2012; Deslandes
y Genin 2014; Peeters et al. 2013; Poueymiro y Genin 2009; Boucher et al. 1985).

La lista de compuestos secretados por el T3SS es muy extensa, abarcando
probablemente a mas de cien efectores conocidos como T3E (Type 3 Efector), muchos
de los cuales también se encuentran en otras bacterias patégenas (Deslandes y Genin
2014). A pesar de no estar plenamente identificados, muchos de estos T3E o efectores
hipotéticos se encuentran en cepas concretas de R. solanacearum u otras especies, lo
cual permite establecer previamente si su funcién va ligada a un efecto citotdxico o mas
bien de reconocimiento del hospedador; ya sea por facilitar el crecimiento bacteriano
dentro de la planta, favorecer la especificidad de la bacteria o, contrariamente, presentar
un efecto avirulento hacia un hospedador cuando estan presentes en la cepa (Coll y Valls
2013; Peeters et al. 2013; Poueymiro y Genin 2009; Genin 2010; Macho et al. 2010).

Dentro del T5SS se ha identificado el subtipo Tat (Twin Arginine Translocation),
capaz de exportar unas setenta proteinas efectoras, las cuales estan implicadas no solo
en la virulencia, sino también en la divisidn celular, el metabolismo del nitrato y la

estabilidad de membrana (Gonzalez et al. 2007; Poueymiro y Genin 2009).
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Finalmente, el T6SS presenta una estructura similar al bacteriéfago T4 de E. coli
que, al igual que los T3SS y T4SS, permite la inyeccién de componentes efectores en el
interior de células receptoras del hospedador (Shrivastava y Mande 2008). En R.
solanacearum, la inactivacion de TssB, proteina estructural del T6SS, abole
notablemente la virulencia, la motilidad dependiente de flagelo y la formacidn de biofilm
(Zhang et al. 2014).

Enzimas de proteccion y bombas de eflujo

R. solanacearum también produce un conjunto proteinas cuya funcién es
neutralizar o minimizar el estrés fisicoquimico provocado por la planta hospedadora, la
inactivacion de los cuales afecta negativamente a la virulencia del fitopatégeno (Genin
y Denny 2012). Para neutralizar el ambiente oxidativo producido por las especies
reactivas de oxigeno (ROS), R. solanacearum produce las peroxidasas Bcp, Dps y toda
una bateria de genes que hacen frente al estrés oxidativo bajo el control del regulador
OxyR (Flores-Cruz y Allen 2009, 2011; Hu et al. 2019). Por otro lado, las bombas de
eflujo, AcrA y DinF, y varias enzimas con funcion oxidasa, parecen ampliar la tolerancia
de R. solanacearum hacia multiples compuestos toxicos (Brown et al. 2007; Hernandez-
Romero et al. 2005).

Fitohormonas y otros metabolitos

Muchas bacterias fitopatdgenas sintetizan fitohormonas para modular la
fisiologia de su hospedador a su favor. En el caso de R. solanacearum, esta produce
etileno, auxinas y citoquininas, siendo esta Ultima la Unica con un efecto descrito en su
virulencia (Valls et al. 2006; Genin y Denny 2012). La putrescina, una poliamina fuente
de carbono y nitréogeno, se sintetiza a través de una descarboxilasa SpeC y su
inactivacion afecta severamente la patogenicidad de R. solanacearum (Lowe-Power
et al. 2018). MetE, proteina implicada en la sintesis de metionina, también parece tener
un efecto en la virulencia de R. solanacearum (Plener et al. 2012). Por otro lado,
proteinas de captacion de hierro como siderdforos, generalmente importantes factores
de virulencia, no parecen tener un rol relevante durante la fase infectiva de esta bacteria
(Bhatt y Denny 2004).

Apéndices y lectinas

Como se ha detallado anteriormente, la motilidad es un factor clave en la
patogénesis de muchas bacterias y, en el caso de R. solanacearum, la cual posee tanto
flagelos y pili de tipo IV, ambos son factores de virulencia de cierta relevancia

(Josenhans y Suerbaum 2002; Genin y Denny 2012). En el caso de los flagelos, su
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implicacidn va ligada al desplazamiento mediante swimming durante la fase de vida libre
y, a través de la quimiotaxis asociada, a la aproximacion hasta las raices de las plantas
hospedadoras (Tans-Kersten et al. 2001). En el caso de los pili de tipo IV, su presencia
es determinante para el movimiento twitching, la formacién de biofilm y la adherencia
a raices (Kang et al. 2002). Otros apéndices como los pili Flp o las lectina RS-IIL,
también favorecen la adherencia, la agregacion celular y consecuentemente la virulencia

de R. solanacearum (Wairuri et al. 2012; Mori et al. 2016).

ii) Regulacion de la virulencia

Como se ha visto en el ciclo de vida de R. solanacearum, esta bacteria coloniza
dos nichos ecologicos bien definidos: el ambiente externo, caracterizado por ser
heterogéneo, competitivo y con escasez de nutrientes, y el interior de la planta
hospedadora, abundante en nutrientes pero con barreras fisicoquimicas. Asi pues, y
dado el repertorio de factores de virulencia, R. solanacearum posee un conjunto de
mecanismos reguladores, capaces de detectar sefiales ambientales, para modular
positiva o negativamente cada uno de los determinantes descritos durante las diferentes
etapas de su ciclo de vida (Schell 2000; Perrier et al. 2018).

El sistema Phc (Phenotype conversion) es el nlcleo de toda la red de sistemas
reguladores de R. solanacearum, compuesto por el regulador PhcA y el operédn phcBSR,
que controla la actividad de PhcA en funcién de la densidad de poblacién (QS) (Genin y
Denny 2012). Segun la cepa, el (R)-metil 3-hidroxipalmitato (3-OH PAME), o (R)-metil
3-hidroximiristato (3-OH MAME), pueden actuar como autoinductores del sistema.
Sintetizados por PhcB, junto con PhcS y PhcR, que actlan como un sistema de dos
componentes, elevan los niveles de PhcA en presencia de 3-OH PAME o 3-OH MAME
(Ujita et al. 2019).

La activacion de PhcA provoca cambios fenotipicos en R. solanacearum,
afectando la produccidn de EPS I, la secrecion de efectores por parte de T2SS y T3SS y
la motilidad bacteriana (Clough et al. 1997b, 1997a; Flavier et al. 1997a). En lo
referente a la produccion de exopolisacarido, PhcA se une al promotor de un regulador
intermedio, XpsR, que junto con VsrC, del sistema VsrB/VsrC, activa la transcripcion del
operdn eps y la produccién de EPS I. A su vez, la produccién de EPS I también esta
regulada por el sistema de dos componentes VsrA/VsrD, que controla su produccion a
nivel de XpsR, y por EpsR, que lo reprime (Huang et al. 1998, 1995).

A parte de promover la produccién de EPS I, VsrA/VsrD parecer favorecer la
colonizacién de R. solanacearum dentro de la planta mediante la regulacién positiva de
enzimas celuloliticas como CbhA (junto con PhcA), la formacién de biofilm, la tolerancia
a temperaturas bajas, a peréxidos, y la producciéon de AHL (Schell 2000; Schell et al.
1994). Algunas enzimas pectinoliticas como Pme y PglA se encuentran reguladas de
forma inversa por el sistema de dos componentes PehS/PehR y PhcA, mientras que otras
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enzimas como PehB y PehC no parecen estar bajo control de este sistema regulador. En
el caso de PglA, PhcA reprime al sistema PehSR y en consecuencia la expresion de PglA,
a su vez, PhcA regula positivamente a Pme. Ademas, el sistema VsrB/VsrC también
reprime la produccion de PglA (Schell et al. 1988; Allen et al. 1997).

La motilidad swimming asociada a flagelo y el movimiento twitching asociado a
pili de tipo IV también se encuentran regulados por PhcA y el sistema PehS/PehR.
Mientras que el sistema PehS/PehR regula positivamente la sintesis de ambos apéndices,
PhcA reprime este sistema (Allen etal. 1997). Ademads, el regulador MotN, las
ralfuranonas y el sistema VsrA/VsrD también reprimen el sistema FIhDC, centro

regulador del flagelo bacteriano (Meng et al. 2011; Mori et al. 2018).

Paralelamente al sistema Phc, R. solanacearum posee un segundo sistema de
deteccion de QS, el sistema SolR/Soll (homdlogo a LuxR/LuxI). Soll codifica AHL que se
acumula hasta activar a SolR, que modula sus genes diana. Ademas, la expresion de
SolR/Soll se encuentra regulada por PhcA y RpoS, proteina asociada a la supervivencia
y al estrés ambiental, dando una regulacién por nivel poblacional de dos etapas: la
primera por PhcA (107 CFUs/ml) y la segunda por SolRI (108 CFUs/ml). Asi pues, SolRI
activa genes cuya funcion es requerida en etapas finales de la infeccidn, cuando la
enfermedad es practicamente terminal (Flavier et al. 1997b, 1998; Genin y Denny
2012).

De forma independiente de PhcA, el sistema Prh regula los genes hrp del T3SS.
Este sistema esta formado por un conjunto de componentes que se activan en contacto
con la planta y transmiten la sefial, desde PrhA hasta HrpG (pasando por PrhR, Prhl y
Prh], consecutivamente). HrpG es un regulador de respuesta que regula positivamente
la expresion de HrpB, regulador directo del T3SS y de los efectores T3E. HrpG y PrhG
parecen regular conjuntamente la expresién HrpB, aunque la inactivacién de la primera
no parece tener efectos sobre la patogénesis de R. solanacearum (Zhang et al. 2011;
Yoshimochi et al. 2009).

HrpG también controla otros factores de virulencia implicados en la adaptacién
al ambiente interno del hospedador, como la expresidon de enzimas degradadoras de la
pared vegetal, fitohormonas, lectinas, enzimas metabdlicas y otros genes de funcién
desconocida (Valls et al. 2006; Genin y Denny 2012). Como ya se ha dicho, HrpB
controla la expresién del T3SS y sus correspondientes efectores, estimandose en mas
de 180 genes. Sin embargo, estas estimaciones fueron analizadas in vitro, disminuyendo
el nimero a la mitad en estudios realizados in planta. Ademas, HrpB también activa la
expresion de genes independientes al T3SS, como el operdn hdf, cuyo producto final
podria estar implicado en la interferencia de deteccion de QS de bacterias competidoras
(Macho et al. 2010; Genin et al. 1992).

En su conjunto, cuando R. solanacearum se encuentra en su etapa de vida libre,

la densidad poblacional es baja, por lo que los niveles de PhcA también son bajos,
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favoreciendo la quimiotaxis, la motilidad, la secrecion de algunas enzimas y la captacién
de nutrientes. Por el contrario, al contactar con la planta hospedadora se activan sefales
de transduccion por el sistema Prh, que activa los reguladores HrpG y HrpB, iniciando la
sintesis de componentes efectores del T3SS, enzimas degradadoras y otros factores de
virulencia. Finalmente, al dispersarse por el xilema, la densidad poblacional aumenta,
conjuntamente con los autoinductores 3-OH PAME, 3-OH MAME y AHL, que suben los
niveles activos de PhcA y SolR, siendo responsables de la activacidon de mas factores de
virulencia como enzimas degradadoras via T2SS, la producciéon masiva de EPS 1 y la
formacion de biofilm y, por el contrario, se inhibe la motilidad y la secrecion de algunas
enzimas (Perrier et al. 2018; Schell 2000; Hikichi et al. 2017; Ujita et al. 2019).

1.3.2.4. La motilidad en R. solanacearum

Como se ha descrito anteriormente, R. solanacearum necesita desplazarse a lo
largo de su ciclo de vida para migrar hacia plantas susceptibles y dispersarse por los
diferentes tejidos vegetales. Para ello, este fitopatdgeno posee diferentes tipos de
estrategias de movimiento, uno mediado por flagelos polares y el otro mediado por los
pili de tipo IV. Ambos sistemas de motilidad bacteriana contribuyen significativamente

a la patogénesis de distinta manera (Genin y Denny 2012).

Primero, asociado a flagelos, la motilidad swimming permite a R. solanacearum
moverse cuando se encuentra fuera de un hospedador, observandose que, tras infectar
a una planta, la bacteria pierde la capacidad de moverse mediante este apéndice
(Peeters et al. 2013). Se ha visto que la mutacidon de componentes como FIliC, proteina
de la subunidad flagelar, o FliM, proteina interruptor del motor flagelar, abole el
swimming y reduce la virulencia en plantas de tomate cuando se inocula mediante riego
(Tans-Kersten et al. 2007, 2001).

La quimiotaxis asociada a este apéndice también ha sido descrita en R.
solanacearum, la cual presenta los componentes basicos del core, como los receptores
MCP, CheA y CheW, cuya funcién seria la deteccion de exudados de las raices de las
plantas susceptibles. En este sentido, se han descrito varios componentes para los que
R. solanacearum presenta tactismo, como algunos azlcares (Yao y Allen 2006, 2007;
Tans-Kersten et al. 2007). En el caso de CheA y CheW se ha descrito como su deficiencia
no abole la motilidad, pero si el quimiotactismo y, extrapolado a la patogénesis, la
virulencia de estos mutantes cuando se inoculan mediante riego. Sin embargo, al
inocular los mutantes directamente en el xilema de la planta, la patogénesis se
restablece (Tans-Kersten et al. 2001; Yao y Allen 2006, 2007). Ademas de la
quimiotaxis, el swimming también se ha demostrado estar regulado por PhcA,
VsrA/VsrD, PehS/PehR, MotN vy ralfuranonas (Meng et al. 2011; Mori et al. 2018).
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El otro movimiento utilizado por R. solanacearum es la motilidad twitching,
movimiento dependiente de los pili de tipo IV, los cuales desempefian un papel en la
transformacién natural, la formacidon de biofilm y la virulencia de este fitopatégeno
(Peeters et al. 2013). Los genes pilA, pilQ y pilT, cuyos productos son el monémero de
la proteina pilina mayor, la secretina involucrada en la extrusion del filamento y la
ATPasa requerida para la retraccion, respectivamente, han sido identificados en R.
solanacearum. La inactivacion de cualquiera de ellos reduce tanto el twitching como la
virulencia (Narulita et al. 2016; Kang et al. 2002; Liu et al. 2001). Ademas, el mutante
deficiente en PilA reduce su virulencia en plantas, asi como la capacidad de adherirse a
raices, formar biofilms e integrar DNA exdgeno mediante transformaciéon natural (Kang
et al. 2002). Sin embargo, aparte de la regulacion por PhcA y PehS/PehR, no existen
datos sobre la implicacion de componentes vinculados a la quimiotaxis asociada a pili de

tipo IV en esta bacteria.
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2. OBJETIVOS

A pesar de que A. baumannii y R. solanacearum son dos microorganismos
filogenéticamente no relacionados, los costes derivados de la accién de ambos
patdgenos son considerablemente altos; ya sea por el coste sanitario causado por las
infecciones hospitalarias provocadas por cepas multirresistentes de A. baumannii
(Mulani et al. 2019; Zhen et al. 2019); o por las pérdidas en la produccién agricola
causadas por R. solanacearum en cultivos de todo el mundo (Elphinstone 2005). Ambos
patdgenos son capaces de desplazarse mediante diversos sistemas de motilidad; como
el surface-associated motility en el caso de A. baumannii, el movimiento swimming en
el caso de R. solanacearum, o por el desplazamiento twitching en ambos patdgenos
(Meng 2013; Harding et al. 2018). Por todo ello, el objetivo global de la presente Tesis
Doctoral ha sido la identificacion de genes implicados en los diferentes tipos de
motilidad, asi como sus mecanismos reguladores en ambas especies bacterianas. Para
ello, la memoria del trabajo se ha estructurado en base a cada uno de los patégenos

estudiados: A. baumannii y R. solanacearum.

Estudios previos realizados por nuestro grupo realizados con S. enterica, han
permitido determinar la implicacién del componente quimiotactico CheW y de la proteina
RecA, regulador positivo del sistema SOS de reparacidn de dafio en el DNA, en la
motilidad asociada a flagelo tipo swarming, concretamente a través de su interaccion
por dominios especificos (Irazoki et al. 2016b, 2016a). Bajo esta premisa, en el presente
trabajo, se ha evaluado la implicacidon de las proteinas RecA y A1S_2813, analoga a
CheW, en la motilidad de A. baumannii ATCC 17978 (cepa que presenta surface-
associated motility como unico sistema de desplazamiento). En concreto, el objetivo

planteado para este patégeno ha sido el siguiente:

i) Identificacion de proteinas en la cepa de A. baumannii ATCC 17978
asociadas a la quimiotaxis y determinacién de su efecto en el surface-

associated motility y en la virulencia.

En cuanto a R. solanacearum, a pesar de que el movimiento asociado a flagelo
(swimming) y su modulacién a nivel quimiotactico han sido bien caracterizados en este
fitopatdgeno, los estudios a nivel de motilidad y regulacién asociados a pili de tipo IV
(twitching) son limitados (Peeters et al. 2013). En este contexto, los objetivos del
presente estudio referente a R. solanacearum han sido:

ii) Identificacion de genes homdlogos al sistema quimiotactico asociado a pili
de tipo IV y determinacién de su papel en los movimientos de tipo twitching

y swimming.
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iii) Caracterizacién de los componentes identificados y de las subunidades de
los apéndices PilA (pili de tipo IV) y FIliC (flagelo) y analisis de su
importancia en la virulencia, quimiotaxis, transformacion y en la formacién
de biofilm.
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3.1. Importancia de la interaccidon entre las proteinas RecA
y CheW-like en la motilidad, quimiotaxis y virulencia de A.
baumannii ATCC 17978

Direct interaction between RecA and a CheW-like protein is required
for surface-associated motility, chemotaxis and the full virulence of

Acinetobacter baumannii strain ATCC 17978

Corral ], Pérez-Varela M, Barbé J, Aranda ]
Virulence 11(1). 2020

Estudios previos realizados por nuestro grupo han demostrado en Salmonella la
implicacion del componente quimiotactico CheW y de la proteina RecA (regulador
positivo del sistema SOS de reparacion de dafio en el DNA) en la motilidad asociada al
flagelo de tipo swarming. En estos estudios se puso de manifiesto que para el desarrollo
normal de la motilidad de S. enterica se requiere la interaccidon entre las proteinas RecA
y CheW, a través de dominios especificos (Irazoki et al. 2016b, 2016a). Por otra parte,
en otros estudios se ha reportado la implicacion de la proteina A1S_2811 de la cepa A.
baumannii ATCC 17978, analoga a la proteina CheA/Y del sistema quimiotactico flagelar,
en el desplazamiento por surface-associated motility de este microorganismo (Chen
et al. 2017a). Bajo esta premisa, en el presente trabajo, se ha evaluado la implicacion
en A. baumannii de las proteinas RecA y A1S_2813, analoga a CheW, en este tipo de

motilidad.

Con este objetivo, se inactivaron los genes de A. baumannii que codifican las
proteinas A1S_2813 (proteina CheW-like) y RecA, mediante disrupcidon génica. Los
ensayos de motilidad realizados con estos mutantes determinaron que la expresion de
ambas proteinas es necesaria para poder realizar surface-associated motility.
Conjuntamente, los ensayos de virulencia, utilizando los modelos animales
Caenorhabditis elegans y Galleria mellonella, confirmaron que esta pérdida de motilidad
se correlaciona con una disminucion de la virulencia de ambos mutantes. Por otro lado,
los ensayos de quimotaxis mostraron que tanto el mutante recA como el mutante
A1S_2813 no desarrollaban respuesta quimiotactica, a diferencia de la cepa salvaje.
Ademas, la complementacion de estos mutantes con el gen salvaje restauro los fenotipos

de motilidad, virulencia y quimiotaxis.

Para determinar si el papel de las proteinas RecA y A1S_2813 requiere de su

interaccidon, se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitacion, utilizando lisados de
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células de E. coli sobreexpresando ambas proteinas con distintas colas antigénicas para
su deteccién mediante el uso de anticuerpos especificos. El resultado de estos ensayos

demostré la interaccidn in vitro entre las proteinas RecA y A1S_2813.

Para profundizar mas en el estudio de esta interaccion, se realizé un analisis
estructural de ambas proteinas que, junto a la comparacion de secuencias entre la
proteina CheW-like (A1S_2813) de A. baumannii y la proteina CheW de S. enterica,
permitié establecer un modelo in silico de la interaccidon entre las proteinas RecA y
A1S 2813 de A. baumannii.

A partir de este modelo, se evalud la funcionalidad de dos regiones de la proteina
A1S_2813; la primera hipotéticamente implicada en la capacidad de interaccionar y la
segunda no. Para ello, se selecciond un aminoacido de cada una de estas dos regiones,
la serina 97 y la isoleucina 121, para ser sustituidos por otro aminoacido no reactivo.
Las proteinas modificadas derivadas de A1S_2813 fueron utilizadas en nuevos ensayos
de co-inmunoprecipitacion, en los que se demostrdé que el cambio aminoacidico en la
serina 97 abole la interaccidén de la proteina A1S_2813 con la proteina RecA, mientras
el cambio en la isoleucina 121 no altera su capacidad de interaccionar con RecA.

Por otra parte, y para determinar el efecto in vivo de estos cambios aminoacidicos,
se complementé el mutante A1S 2813 con el gen codificante de las dos proteinas
mutagenizadas, evaluando su efecto en motilidad, quimiotaxis y virulencia. Estos
ensayos demostraron que el mutante complementado con el gen A1S 2813 con
sustitucion aminoacidica en la serina 97 no es capaz de desplazarse mediante surface-
associated motility ni de realizar una respuesta quimiotactica, ademas de ser menos
virulento que la cepa salvaje. Por el contrario, la complementacion con el gen A1S_2813
con sustitucidon aminoacidica en la isoleucina 121 restaura los fenotipos de motilidad,

guimiotaxis y virulencia a niveles similares a los de la cepa salvaje.

El conjunto de estos resultados indica que la interaccién entre las proteinas RecA
y CheW-like (A1S_2813), a través de la regién de la proteina A1S_2813 en la que se
encuentra la serina 97, es esencial para el surface-associated motility, la quimiotaxis y

la virulencia en la cepa tipo A. baumannii ATCC 17978.
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Direct interaction between RecA and a CheW-like protein is required for
surface-associated motility, chemotaxis and the full virulence of Acinetobacter
baumannii strain ATCC 17978
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ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is a nosocomial pathogen that causes multi-drug resistant infections
mainly in immunocompromised patients. Although this gram-negative species lacks flagella, it is
able to move over wet surfaces through a not well characterized type of movement known as
surface-associated motility. In this study we demonstrate through the inactivation of the A15_2813
gene (coding a CheW-like protein) and recA (coding a DNA damage repair and recombination
protein) that both genes are involved in the surface-associated motility and chemotaxis of
A. baumannii ATCC 17978 strain. In addition, we also point out that the lack of either RecA or
CheW-like proteins reduces its virulence in the Caenorhabditis elegans and the Galleria mellonella
animal models. Furthermore, we show through co-immunoprecipitation assays that the CheW-like
protein and RecA interact and that this interaction is abolished by the introduction of the
mutation S97A in one of the domains of CheW-like protein that is structurally conserved in
Salmonella enterica and necessary for the RecA-CheW interaction in this bacterial species.
Finally, we show that the replacement of the wild-type CheW-like protein by that presenting
the S97A mutation impairs surface-associated motility, chemotaxis and virulence of A. baumannii
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Introduction

Acinetobacter baumannii is an opportunistic pathogen
whose abilities to develop antimicrobial resistance and
to survive in hospital environments are responsible for
its association with nosocomial infections worldwide
[1]. In many different bacterial species, virulence is
close related to motility [2]. This is the case in
A. baumannii [3], in which two types of motility have
been described: (i) twitching motility, a coordinated
multicellular movement driven by the extension,
attachment and retraction of type IV pili, and (ii) sur-
face-associated motility, an appendage-independent
form of movement [4]. Despite direct connection
between twitching motility in virulence has not been
observed for A. baumannii [2], several reports confirm
the importance of surface-associated motility in the
virulence of A. baumannii [3,5-7]. This type of motility
has been associated to the synthesis of 1,3-diaminopro-
pane [5], quorum sensing [8], blue light [9], lipooligo-
saccharide production [10], and at least to five of the
six known efflux pump superfamilies [7].

The motility of bacteria is precisely regulated by
a chemotaxis system that enables the cells to sense specific
chemicals and then direct movement toward or away from
them [11]. A recent report showed that inactivation of the
putative chemotaxis CheA/Y-like regulator A1S_2811 in
A. baumannii strain ATCC 17978 impairs the surface-
associated motility of the bacterium [12]. In Pseudomonas
aeruginosa, another nosocomial pathogen closely related to
Acinetobacter spp., CheA forms a complex with the che-
motactic receptor through the coupling protein CheW.
This allows CheA to transfer its phosphate group to
CheY, which then interacts with the flagellar motor to
switch the direction of flagellar rotation [11]. Although
Acinetobacter spp. lack flagella, genetic studies in
P. aeruginosa, which possesses both flagella and pili, have
provided insights into a putative pili-mediated chemotaxis
pathway, including the homologous components ulti-
mately involved in pili extension/retraction [11].

In A. baumannii strain ATCC 17978, homologues to
practically all genes encoding putative pili-mediated che-
motaxis proteins have been identified in the operon
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A1S_2811-2815, which also includes the gene AIS_2813,
annotated as pill, encoding a CheW-like protein [11,12].
We previously demonstrated that in Salmonella enterica
the interaction of CheW with RecA, a protein involved in
DNA damage repair and recombination, is necessary for
swarming motility, a form of flagella-dependent move-
ment across surfaces that involves chemoreceptor cluster
formation [13]. In the present work, we show that the
direct interaction of RecA and CheW-like proteins is also
necessary for the surface-associated motility, chemotaxis
and full virulence of A. baumannii strain ATCC 17978.

Materials and methods
Bacterial strains, plasmids and growth conditions

The bacterial strains and plasmids used in this study are
listed in Table 1. A. baumannii ATCC 17978 and
Escherichia coli (strains DH5a, BL21 and OP50) were
grown at 37°C in Luria-Bertani (LB) medium [14] with
shaking at 180 rpm. When necessary, the medium was
supplemented with kanamycin (50 mg/L), gentamicin
(20 mg/L for E. coli or 40 mg/L for A. baumannii),
ampicillin (50 mg/L) or chloramphenicol (34 mg/L).
The plasmids pCR-BluntII-TOPO (Invitrogen, catalog
number 451245), pVRL1 [15] and pUA1108 [16] were
used for mutant construction, complementation and
overexpression, respectively (Table 1). The growth of
A. baumannii was monitored using bacterial cultures in
LB broth inoculated with an overnight culture at
a dilution of 1:100 and then incubated at 37°C with
shaking at 180 rpm. The optical density at 600 nm
(ODgoo) was measured hourly.

Accession numbers

The sequences of RecA and CheW-like proteins of
A. baumannii strain ATCC 17978 used in this study were
obtained from NCBI (National Center for Biotechnology
Information), with the following accession numbers:
APP32573 (RecA; old annotation A1S_1962, current annota-
tion AUO97_17690) and APP29846 (CheW-like protein; old
annotation A1S_2813, current annotation AUO97_03055).

A. baumannii knockout construction and
complementation

Gene inactivation was carried out as previously
described [17]. Briefly, an internal fragment of the
target gene from wild-type (WT) A. baumannii strain
ATCC 17978 was PCR-amplified using the appro-
priated primers (Supplementary Table 1). The resulting
fragment was cloned into the pCR-BluntII-TOPO

plasmid (Invitrogen), transformed in E. coli DH5a
and selected on kanamycin-containing LB plates. The
purified plasmid was then introduced into WT
A. baumannii by electroporation and the resulting
transformants were selected on kanamycin-containing
plates. Recombinant clones were confirmed by sequen-
cing (Macrogen) of the PCR products obtained by
using the appropriate primers, indicated in
Supplementary Table 1. Ten passages without selective
pressure and colony resuspension were carried out
every 24 h to determine the stability of the knockout,
by colony counting on LB plates with and without
kanamycin at the last passage. For complementation,
the target gene was cloned into the pVRLI vector using
the appropriate primers (Supplementary Table 1),
which included Xhol-Ncol restriction sequences [15].
The recombinant plasmid was introduced by electro-
poration, firstly into E. col DH5a and then, once the
correct construct had been verified by PCR and sequen-
cing (Macrogen), into the corresponding A. baumannii
knockout. The complemented mutants were selected on
kanamycin- and gentamicin-containing plates.

Surface-associated motility assays

The assays were conducted on modified fresh LB agar
plates (1% tryptone, 0.5% yeast extract, 0.5% NaCl,
0.5% glucose, and 0.5% Difco agar), prepared on
the day of the experiment. Bacterial cultures were
grown to early stationary phase and a 5-pl droplet of
the culture was placed in the center of the plate. The
inoculated plates were incubated at 30°C for 16-20 h
until the WT strain had grown to reach the plate
border. All assays were carried out at least three times
in independent experiments, each in triplicate.
A ChemiDoc™ XRS+ system (Bio-Rad) was used to
obtain representative images.

Chemotaxis assays

A. baumannii movement toward a chemoattractant was
assayed as previously described [18], with slight mod-
ifications. Briefly, autoclaved, 3-cm-long capillary tubes
(Microcaps, Drummond Scientific Co., catalog number
1-000-0010) were half-filled with chemotaxis buffer
(CB; 10 mM potassium phosphate, 0.1 mM EDTA,
1 mM MgSO4) solidified using agarose (3% w/v) with
or without 2% methanol as chemoattractant and then
completely filled with CB without agarose. Bacterial
suspensions were prepared from cultures grown to
mid-exponential phase (ODggpo of 0.5) in Tryptone
broth (1% tryptone and 0.5% NaCl) and then washed
and resuspended in CB to an ODgq of 0.1. Chemotaxis
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Source or
Strains Relevant characteristics reference
Escherichia coli strains
DH5a E. coli supE4 AlacU169 (p80 AlacZ AM15) hsdR17, recAl, endA1, gyrA96, thi-1, relA1 Clontech
BL21 (DE3) pLysS E. coli F~ dcm ompT lon hsdS(r8”mB~) galA\(DE3) carrying pLysS plasmid, [ Stratagene
Acinetobacter baumannii strains
ATCC 17978 Wild-type ATCC
recA Strain ATCC 17978 with recAzKm, Km"® IE)
A15_2813 Strain ATCC 17978 with A7S5_2813:pCR-Bluntll-TOPO disruption, Km®, Zeo® This work
Plasmids
pCR-Bluntll-TOPO Cloning vector, KmF®, Zeo® Invitrogen
pVRL1 Complementation vector, Gm* 9]
pUA1108 pGEX 4 T-1 derivative plasmid without the GST fusion tag, carrying the Ptac promoter and the [10]

lacl’ gene; used as overexpression vector, Ap®

pUA1108- recA-FLAG
pUA1108-A15_2813-6x His
pUA1108-A1S_2813#597A-6x His
PUA1108-A1S_2813#1121A-6x His
PVRL1- recA

pVRL1-A75_2813
PVRL1-A1S_2813#S97A
pVRL1-A7S_2813#1121A

pUA1108 plasmid carrying ATCC 17978 recA with FLAG tag, ApR

pUA1108 plasmid carrying ATCC 17978 A1S_2813 with 6x His tag, Ap®
pUA1108 plasmid carrying ATCC 17978 A1S_2813 Ser97Ala with 6x His tag, Ap®
pUA1108 plasmid carrying ATCC 17978 A1S_2813 lle121Ala with 6x His tag, Ap®
PVRL1 plasmid carrying ATCC 17978 recA, Gm®

PVRL1 plasmid carrying ATCC 17978 A1S_2813, Gm®

PVRL1 plasmid carrying ATCC 17978 A15_2813 Ser97Ala, Gm®

PVRL1 plasmid carrying ATCC 17978 A1S_2813 lle121Ala, Gm"®

This work
This work
This work
This work
This work
This work
This work
This work

cm®, Km®, Zeo®, Gm®, Ap® stand for resistance to chloramphenicol, kanamycin, zeocin, gentamicin and ampicillin, respectively.

chambers were prepared in a six-well plates (Sardstedt),
with one plate for each bacterial suspension. A capillary
containing either the chemoattractant or CB alone was
placed in each well so that it soaked in 2 ml of the
appropriate bacterial suspension. After a 2-h incubation
in the chemotactic chambers at 30°C, the capillaries
were washed twice to remove any externally attached
cells, broken open and their contents poured into capil-
lary tubes containing saline solution. Serial dilutions of
the suspensions were plated in LB medium to deter-
mine the number of CFU (colony-forming units) per
ml obtained under each condition and then normalized
between capillaries with and without chemoattractant.
The chemotaxis experiments were carried out in at least
9 independent experiments.

Transmission electron microscopy (TEM)

Colonies of each strain from the motility plates were
gently resuspended in 50 pl of 0.1 M phosphate buffer
(PB). A 10-yl aliquot of each one was deposited onto
carbon-coated film meshes supported by standard copper
TEM grids and incubated for 30 min at room tempera-
ture. The samples were then fixed for 10 min in a glutar-
aldehyde solution (1% final concentration) prepared in
PB, washed twice with PB and dried. Thereafter, they
were negatively stained with 2% uranyl acetate for 1 min
and observed on a JEM-1400 transmission electron
microscope (JEOL Inc., Peabody, MA, USA).

Nematode fertility assays

The virulence of A. baumannii strains was determined
based on a Caenorhabditis elegans nematode progeny

count assay, performed as previously described [19].
Briefly, the low-virulence strain E. coli OP50, grown as
a lawn on NGM (Nematode Growth Medium) plates,
was used to feed C. elegans strain N2. Physiological
synchronization was achieved by hatching the nematode
eggs in M9 medium (0.02 M KH,PO,, 0.04 M Na,HPO,,
0.08 M NaCl, and 0.001 M MgSO,) and then arresting
the growth of the worms in the first larval (L1) stage
overnight at 16°C. The L1 larvae were then cultivated to
the last larval stage (L4) on NGM plates seeded with the
appropriate bacterial strain. Each L4 worm was placed
on a PGS (peptone glucose sorbitol) plate with the
corresponding A. baumannii strain and incubated at
25°C. During each of the following 3 days, the worms
were transferred to new plates seeded with the same
bacterial strain. Nematode fertility was determined
using a stereomicroscope (Olympus SZ51) to count the
progeny daily beginning 48 h after the removal of the
parent worm. Six independent replicates were estab-
lished for each strain and each fertility assay was per-
formed in triplicate.

Galleria killing assays

The virulence of A. baumannii strains was also deter-
mined using a modified version of the Galleria mello-
nella (wax moth) model described by Peleg et al [20].
Briefly, ten caterpillars, each with an approximate
weight of 300 mg, were inoculated via the hemocoel
with 10 pl of an exponentially growing (ODggo = 0.5)
strain of A. baumannii, previously resuspended in
phosphate-buffered saline (PBS). The concentration of
the inoculum was confirmed by colony counts on LB
agar. As a negative control, 10 pl of PBS was injected
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into the same number of caterpillars. The caterpillars
were incubated at 37°C in dark, and their survival was
checked every 12 h for a total of 96 h. All G. mellonella
killing experiments were performed at least twice. To
assess plasmid stability of complemented mutants used
in this animal model, at least 5 worms for each strain
were infected with sublethal doses of the corresponding
complemented mutant (approximately 1 x 10* CFU/
worm) and incubated at 37°C for 96 h. The worms were
then washed with ethanol 70% and sterile water.
Afterward, the hemolymph was extracted and serial
dilutions were plated on solid media containing kana-
mycin or kanamycin plus gentamycin.

Co-immunoprecipitation assays

The recA and A1S_2813 genes were cloned into the
pUA1108 overexpression vector after their amplification
by PCR using the appropriate primers (Supplementary
Table 1). Recombinant plasmids were introduced by elec-
troporation of E. coli BL21, selected on ampicillin-
containing plates and confirmed by sequencing
(Macrogen). Interaction of the RecA and A1S_2813 pro-
teins (carrying FLAG and 6x His tag sequences, respec-
tively) was determined as described by Mayola et al [16].,
with slight modifications. Briefly, pellets obtained from
IPTG-induced cultures were sonicated and the superna-
tants collected after centrifugation. The cell lysates were
immuneseparated using Pure Proteome Protein
A magnetic beads (Millipore, catalog number
LSKMAGA10) coated with the appropriate primary anti-
bodies: rabbit anti-FLAG (Sigma-Aldrich, catalog number
F7425) or mouse anti-6x His IgGs (Roche, catalog num-
ber 11922416001), according to the manufacturer’s
instructions. The samples were separated by SDS-PAGE
on a 15% polyacrylamide gel and analyzed by western
blotting. Horseradish peroxidase (HRP)-coupled goat
anti-rabbit (Yo proteins, catalog number 464) or anti-
mouse IgGs antibodies (Acris, catalog number
R1253HRP) were used as secondary antibodies and the
immune complexes were visualized by the addition of the
Luminata ForteTM western HRP substrate (Millipore,
catalog number WBLUF0100). Representative membrane
images were obtained using a ChemiDocTM XRS+ sys-
tem (Bio-Rad).

Site-specific mutagenesis of CheW-like protein

The ORF of A. baumannii CheW-like protein was
cloned into the overexpression plasmid pUA1108 and
specific nucleotides were then replaced using the

appropriate oligonucleotides (Supplementary Table 1)
and the Q5 Site-Directed Mutagenesis kit (BioLabs,
catalog number E0554S) according to the manufacturer’s
instructions. Sequence sites to mutagenize were selected
based on comparisons of the predicted secondary struc-
tures of the A. baumannii CheW-like and S. enterica
CheW proteins (accession numbers: ABO13219 and
NP_460877, respectively), performed with the SABLE
program (http://sable.cchmc.org/). The pUA1108 plas-
mids containing genes coding either RecA-FLAG or
A1S_2813-6x His and the derivate site-specific muta-
genic proteins were introduced by electroporation into
E. coli BL21 (DE3) pLysS (Promega) and selected on
ampicillin- and chloramphenicol-containing  plates.
Additionally, all AIS_2813 genes carrying a specific
mutagenized sequence were cloned from the pUA1108
plasmid into the pVRLI vector using the appropriate
primers containing Xhol-NotI restriction sequences
(Supplementary Table 1) and introduced into the
A. baumannii A1S_2813 mutant strain. The transfor-
mants were selected on kanamycin- and gentamicin-
containing plates. All constructs were verified by sequen-
cing (Macrogen).

Statistical analysis

Data obtained in the chemotaxis assays and the nema-
tode model of virulence are presented as the mean *
standard deviation and were analyzed using a two-
tailed, one-way analysis of variance (ANOVA), fol-
lowed by the Tukey test for post-hoc multiple group
comparisons. In the G. mellonella killing assay, survival
curves were plotted using the Kaplan-Meier method
and differences in survival were calculated using the
log-rank test. In all tests, a P value < 0.05 was consid-
ered to indicate statistical significance.

Results

RecA and CheW-like proteins are involved in the
surface-associated motility and chemotaxis of
A. baumannii strain ATCC 17978.

After 24 h of incubation on motility plates, the recA
and the A1S_2813 A. baumannii knock-out mutants
(Table 1) did not show surface-associated motility,
unlike the WT parental strain A. baumannii ATCC
17978 (Figure 1). To link the impaired motility to the
lack of either the recA or the A1S_2813 gene, the
respective WT genes were introduced into the corre-
sponding knockout-mutant strains. The resulting com-
plementation restored surface-associated motility by
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Figure 1. Representative image of the surface-associated motility of the indicated A. baumannii strains.

both mutants to a level similar to that observed in the
WT strain (Figure 1). By contrast, introduction of the
empty expression vector pVRL1 did not modify the
behavior of any of the studied strains (Figure 1). Since
the growth curves of the recA and A1S_2813 knockout
mutants (both presenting a stability of >90%) cultured
in LB medium were comparable to that of the WT
strain (Fig. S1), the altered surface-associated motility
of the mutants cannot be attributed to reductions in the
bacterial growth rate. To determine whether the lack of
RecA and/or CheW-like proteins affects bacterial che-
motaxis, a fishing method was used in which methanol
served as the chemoattractant. The results showed an
approximately 3-fold increase in bacterial counts of the
WT strain in capillaries with methanol compared to the
counts obtained in capillaries containing only CB (con-
trol), whereas in the case of both the recA and
A1S_2813 knockout mutants there were no significant
differences of theses mutants in cell migration toward
methanol compared to the control capillaries contain-
ing only CB, showing a significant difference in the
fold-change cell count in both mutants with respect to
that observed in the WT parental strain (Figure 2).
Furthermore, the complementation of either mutant
restored the WT chemotaxis phenotype (Figure 2). In
addition, on the TEM images, both recA and A15_2813
knockouts lacked the pilus-like structure typically pre-
sent on cells of the ATCC 17978 WT strain, but in each
mutant complementation resulted in its recovery
(Figure 3 and Fig. S2).

The lack of either RecA or cheW-like proteins
reduces the virulence of A. baumannii strain ATCC
17978 in two different animal models.

In the C. elegans fertility assay, worms fed either the
recA or the AIS_2813 mutant exhibited an increased
number of progeny compared to worms fed the WT
strain (Figure 4(a)), indicating a significant reduction
in the pathogenicity of the mutants. When the worms
were fed the complemented strains (presenting
a plasmid stability of 109 + 28% and 94 + 10% for the
complemented recA and A1S_2813 mutants, respec-
tively), the number of progeny was less than obtained
with the respective mutants and similar to that
obtained when the WT strain was used as nourishment
(Figure 4(a)). Accordingly, in the G. mellonella killing
assay, approximately 50% of the worms inoculated with
either the recA or the A1S_2813 mutant survived dur-
ing the 96-h experiment, whereas practically all larvae
inoculated with the WT or the complemented strains
died within the first 40 h (Figure 4(b)).

In vitro interaction between the A. baumannii
strain ATCC 17978 RecA-FLAG and CheW-like
-6x His protein

In silico analysis revealed that while S. enterica CheW and
the A. baumannii CheW-like protein had an identity of
only 24%, their secondary structures were highly similar
(Figure 5(a)). In S. enterica, the RecA and CheW proteins
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Fold change (Methanol vs. CB)

Figure 2. The fold-change between viable bacteria (CFU) of the
indicated strains, calculated as the number of CFU in capillaries
containing chemoattractant (2% methanol) divided by the
number in control capillaries containing only CB (chemotaxis
buffer). Error bars represent the standard deviation (SD) of the
means. *P < 0.05 in a comparison with the A. baumannii
parental strain (ATCC 17978) and based on at least nine inde-
pendent experiments.

interact [16]. To determine whether this was also the case
for the RecA and CheW-like (A1S_2813) proteins of
A. baumannii, we conducted an in silico modeling of
interaction (Fig. $3) and a co-immunoprecipitation assay
using the overexpressed tagged proteins RecA-FLAG and
A1S_2813-6x His (Figure 5(b)). When the tagged proteins
were mixed with their corresponding antibody-coated
beads (RecA-FLAG with anti-FLAG or AlS_2813-
6x His with anti-6x His), the matching protein was
detected in the recovered supernatant (Figure 5(b)).
When the tagged proteins were mixed with the opposite
antibody-coated beads (RecA-FLAG with anti-6x His or
A1S_2813-6x His with anti-FLAG), no proteins were
detected. These results confirmed the specificity of the
assay (Figure 5(b)). We then added a mixture of the
tagged proteins (RecA-FLAG and A1S 2813-6x His) to
each suspension of antibody-coated beads, which resulted

in the recovery of the opposite tagged protein (RecA-
FLAG with anti-6x His and A1S_2813-6x His with anti-
FLAG) and its subsequent detection in a western blot
assay (Figure 5(b)). Together, these findings clearly
demonstrated that RecA-FLAG and the CheW-like
-6x His protein of A. baumannii specifically interact
in vitro.

To examine whether the CheW and RecA interaction
domains in S. enterica are conserved in A. baumannii,
a CheW-like-6x His derivate-tagged protein was generated
by the substitution of residue Ser97Ala. This position of the
CheW-like-6x His protein of A. baumannii corresponds
exactly to the Asp that is the second-to-last residue of the
Turn-6 region of S. enterica CheW (Figure 6(a)). In CheW,
replacement of the Asp by an alanine, a non-reactive
amino-acid residue [21], abolishes its interaction with
RecA [13]. As a negative control, we also generated,
a CheW-like-6x His derivate protein containing the sub-
stitution Ile121Ala at a site corresponding to a region of the
S. enterica CheW protein that is not involved in the inter-
action with RecA (Figure 6(a)). It is worth noting that
appropriate expression of all proteins used in this work
was confirmed through western blot assay (Fig. $4). Co-
immunoprecipitation assays showed that the RecA-FLAG
protein was not able to bind the CheW-like-6x His protein
containing the substitution Ser97Ala, whereas the derivate
Ile121Ala was recovered (Figure 6(b)). These results indi-
cate that in the CheW-like-6x His protein Ser97 but not
llel21 is essential for the interaction with RecA in
A. baumannii. Thus, at least one of the essential domains
involved in the interaction of CheW with RecA in
S. enterica is also required for the interaction of the corre-
sponding homologues in A. baumannii.

In vivo interaction between the A. baumannii
ATCC 17978 RecA and CheW-like protein

To determine whether the RecA-A1S_2813 interaction is
involved in surface-associated motility and virulence,
mutant AIS 2813 genes encoding the proteins that
included the Ser97Ala or Ile121Ala mutations were cloned
into the pVRL1 plasmid and introduced into the
A1S_2813 mutant strain. Motility and chemotaxis assays
showed that expression in the AIS 2813 knockout of the
mutagenized AIS_2813 gene whose product included the
Ile121Ala substitution completely restored the parental
phenotypes (Figure 7). By contrast, the A1S_2813 knock-
out expressing the AlS 2813 protein containing the
Ser97Ala mutation and thus unable to interact with
RecA in vitro, did not restore either surface-associated
motility or chemotaxis (Figure 7). Finally, the pathogeni-
city of both strains was tested in the C. elegans fertility
and G. mellonella killing assays (Figure 8). As expected,
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Figure 3. Transmission electron microscopy of the indicated A. baumannii strains. The images were obtained at 4,000
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Figure 4. (a) Representative results of a C. elegans fertility assay using the indicated strains of A. baumannii. *P < 0.05 compared to the
parental ATCC 17978 strain. E. coli strain OP50 was included as a low virulent control. (b) Representative G. mellonella killing assay of the
specified strains. Larvae (n = 10 per group) were inoculated with either ~10% CFU of the indicated strain or PBS (as a negative control).
Error bars represent the SDs of the means. *P < 0.05 in a comparison with the A. baumannii parental strain (ATCC 17978).

the virulence of the cheW-like mutant expressing the
A1S_2813 gene encoding Ser97Ala mutant protein was
impaired in both animal models and was similar to the
A1S_2813 knockout strain (Figure 8). However, the

virulence of the AIS_2813 mutant strain was fully
restored by expression of the gene encoding a CheW-
like protein containing the Ilel21Ala substitution, as
occurred when the AIS_2813 strain was complemented
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Figure 5. (a) Predicted secondary structure of the S. enterica CheW and A. baumannii CheW-like proteins. The green boxes indicate
the S. enterica CheW domains involved in the interaction with RecA. (b) Results of a co-immunoprecipitation assay between the
A. baumannii RecA-FLAG and A1S_2813-6x His proteins. The supernatants were separated by SDS-PAGE and assessed by western
blotting. The image is representative of three independent experiments using three different lysates for each protein. The presence
(+) or absence () of the RecA-FLAG or A15_2813-6x His proteins in the corresponding lysate mixture is indicated, as is that of the
antibody-coated beads used in each mixture. The RecA-FLAG and A15_2813-6x His bands detected on a western blot are shown. M:

molecular mass marker.

with the corresponding WT gene (Figure 8). These results
demonstrated that the interaction between the RecA and
CheW-like proteins in vivo is necessary for the surface-
associated motility and full virulence of A. baumannii.

Discussion

The surface-associated motility characteristic of several
A. baumannii clinical isolates allows their movement
over wet surfaces independent of the bacterial expression
of type IV pili [2]. In A. baumannii, a non-flagellated
bacteria, the molecular and genetic basis of surface-
associated motility is unclear and the terminology used
in the literature to describe it is often confusing. For
example, in several publications surface-associated moti-
lity is referred to as swarming, which is, however, fla-
gella-dependent. The surface-associated motility of
A. baumannii seems to be closely related to the patho-
genicity of the bacterium, as an increase in motility is
associated with an increase in virulence [6] whereas
A. baumannii mutants unable to conduct surface-
associated motility exhibit an attenuated virulence [3,7].

The motility phenotypes in A. baumannii are diverse
and include motility on semi-solid media (surface-
associated motility), migration conducted by type IV
pili, such as occurs at the medium-plastic interface of

solid medium (twitching motility), both motilities or
neither [22]. Strain ATCC 17978, one of the most well
studied clinical isolates of A. baumannii, is capable of
surface-associated motility but not twitching [22]. In
this strain, surface-associated motility was recently
linked to the CheA/Y-like protein A1S_2811,
a component of a hypothetical chemotactic signal
transduction system whose inactivation causes
a significant decrease in this type of movement [12].
Our group recently reported that in S. enterica the
interaction between the chemotaxis system and the
RecA protein is necessary for the swarming motility
of this species [13]. Specifically, RecA interacts with
CheW to allow chemoreceptor cluster formation,
which is ultimately involved in flagellar rotation [13].
In previous work, we constructed an A. baumannii
mutant lacking RecA, the major enzyme involved in
recombination, to show the protein’s involvement in
virulence as well [23]. The results of the present study
demonstrate that inactivation of the A. baumannii recA
gene also impairs motility (Figure 1). Since a putative
operon involved in A. baumannii chemotaxis has been
recently described, we proceeded to inactivate its AIS_
2813 gene (annotated as pill in ATCC 17978 strain
[12]), which encodes a protein homologous to the
CheW-like protein of P. aeruginosa [11]. As in the
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case of the recA mutant, the absence of the gene encod-
ing the CheW-like protein of A. baumannii resulted in
the abolishment of surface-associated motility (Figure
1), indicating that both RecA and the hypothetical
chemotaxis operon AI1S_2811-2815 are involved in the
surface-associated motility of A. baumannii strain
ATCC 17978.

The A1S_2811 gene (encoding a CheA/Y-like protein)
and the A1S_2813 gene (encoding a CheW-like protein)
belong to the same hypothetical chemotactic operon.
However, while the importance of this operon in sur-
face-associated motility of A. baumannii has been
unequivocally demonstrated, to our knowledge, its role
in the chemotaxis of this bacterium was previously
unknown. The present work is the first to demonstrate
that both the CheW-like protein and RecA are involved
in the chemotaxis of A. baumannii (Figure 2). The
molecular machinery that controls chemotaxis in bac-
teria has been grouped in three different functional
classes: flagella, type IV pili, and alternative cellular
functions, including those that are acquired by horizon-
tal gene transfer or duplication [24]. For instance,
Myxococcus xanthus, a gram-negative soil bacterium
with a complex life cycle, lacks flagella but makes use
of two other types of motility, one dependent and the
other independent of type IV pili. It also has at least
eight chemosensory systems, most of which play various
roles in controlling either one or the other type of
motility [25]. Furthermore, M. xanthus possesses
a CheW homologue that is required for the biogenesis

of the cell surface appendages necessary for type-IV-pili-
independent motility [26]. By contrast, in A. baumannii
strain ATCC 17978 only one chemosensory system (the
A1S_2811-2815 operon) has been identified so far. It
should be implicated in the chemotactic response
through the regulation of appendages that are distinct
from flagella and type IV pili and/or through appen-
dage-independent mechanisms.

In P. aeruginosa, a pili-mediated chemotaxis pathway
has been described in which the CheW-like protein is the
coupling protein between the chemotactic receptor and the
CheA/Y-like two component system. The loss of the
CheW-like protein of A. baumannii strain ATCC 17978
reduces surface-associated motility as well as the number of
pilus-like structures and the amount of cell-surface extra-
polymeric substances [11,12]. The present study similarly
showed a dramatic reduction of both pilus-like structures
and secreted substances in the recA and che W-like mutant
derivatives of A. baumannii strain ATCC 17978 (Figure 3).
This finding is consistent with our previous work, in which
we showed that the inactivation of transporters belonging
to practically all families of A. baumannii efflux pumps
drastically reduces the surface-associated motility of the
bacterium [7]. The reduction might be due to the decreased
translocation of molecules related to this type of motility,
such as surfactants or quorum-sensing signals [5,8,10].
Accordingly, one of the most strongly down-regulated
genes of an A. baumannii cheA/Y-like mutant belongs to
the operon A1S_0112-0119, involved in the production of
acinetin 505 and its extrusion via an RND efflux pump



[12,27]. Acinetin 505 is a lipopeptide that may act as
a surfactant in the promotion of surface-associated motility
[27].

The impact of CheW-like and RecA proteins on the
virulence of A. baumannii was tested in two different
animal models, based on C. elegans and G. mellonella.
Both showed the significantly decreased virulence of
the recA and cheW-like knockout mutants (Figure 4).
The results were in agreement with those obtained
using a RecA mutant in a mouse model [23].
Together, these studies support a clear relationship
between the surface-associated motility and the patho-
genesis of A. baumannii. Remarkably, all ATCC 17978
mutant derivatives analyzed so far presenting
a decreased surface-associated motility also show
a reduction in their virulence [3,7]. On the other
hand, the A. baumannii strain lacking the transcrip-
tional repressor H-NS is not only hypermotile but also
shows an increased virulence [6]. In both types of
mutants, efflux pumps are involved in the observed
phenotype, albeit in an opposite manner. In mutants
lacking surface-associated motility, the expression of
transporters involved in the extrusion of components
relevant to this type of motility are absent or reduced
[3,7]. In the hypermotile mutant, the expression of
genes encoding quorum-sensing signals, a novel type
I pilus and several efflux pumps, including those of the
aforementioned A1S_0112-0119 operon, is significa-
tively increased [6].

In flagella-bearing S. enterica, the interaction of its
RecA and CheW-like homologues is necessary for che-
motaxis and swarming motility [13]. We therefore asked
whether a similar interaction was required in
A. baumannii ATCC 17978, in which the two proteins
were shown to be necessary for surface-associated moti-
lity, chemotaxis and virulence. Co-immunoprecipitation
assays using the A. baumannii RecA and CheW-like
proteins revealed the highly conserved secondary struc-
ture of the latter with respect to its S. enterica homo-
logue CheW (Figure 5(a)) and the specific interaction of
A. baumannii RecA and CheW-like proteins (Figure 5
(b)). In addition, interaction of the CheW-like protein
with A. baumannii RecA was abolished by the introduc-
tion of a mutation into one of the former’s protein
domains that is structurally conserved and whose homo-
logue in S. enterica is involved in the RecA-CheW inter-
action (Figure 6(a,b)). The mutation that abolished this
interaction was the same that led to impaired surface-
associated motility, chemotaxis and virulence (Figures 7
and 8), which clearly demonstrated that the interaction
between RecA and CheW-like proteins is necessary for
these functions in A. baumannii strain ATCC 17978.
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In S. enterica the interaction between RecA and
CheW plays a key role in swarming motility [13].
Specifically, the adaptor CheW couples the chemorecep-
tor protein to CheA, a histidine kinase that transfers the
signal to the CheY response regulator, which acts on the
flagellar motor by switching flagellar rotation [28]. RecA
contributes to altering the distribution of CheW at the
cell poles, at sites where flagella are distributed, to mod-
ulate swarming motility [13]. In P. aeruginosa, a pili-
mediated chemotaxis pathway has been proposed that
contains homologous components ultimately involved in
pili extension/retraction [11]. Homologies of most of
these proteins are also present in A. baumannii strain
ATCC 17978, including a CheA/Y-like protein involved
in surface-associated motility [12] and, as demonstrated
herein, the CheW-like protein. Thus far, a role for RecA
in chemotaxis and motility has been reported only in
S. enterica, as described above; however, our results
evidence the importance of the protein in the surface-
associated motility of A. baumannii strain ATCC 17978.
Since the latter bacterium lacks flagella and mutants
deficient in functional type IV pili are still able to con-
duct surface-associated motility [29], then the interac-
tion between the A. baumannii RecA and CheW-like
proteins must control appendages different from either
flagella or type IV pili. Alternatively, or in addition, the
two proteins may control the expression of genes related
to surface-associated motility, perhaps through a non-
traditional chemosensory system such as that described
above for M. xanthus [25].

In summary, our study reveals a novel role for the
RecA protein in A. baumannii strain ATCC 17978 and
demonstrates that its interaction with the CheW-like
protein of the chemotactic system is necessary for sur-
face-associated motility, chemotaxis and the full viru-
lence of the bacterium.

Acknowledgments

We thank Joan Ruiz (UAB) and Susana Escribano (UAB) for
their excellent technical assistance. We also thank Paolo
Visca (University Roma Tre, Rome, Italy) for kindly provid-
ing plasmid pVRLI. This study was supported by a grant
(BIO2016-77011-R) from the Ministerio de Economia
y Competitividad. The funders had no role in the study
design, data collection or data interpretation, nor the decision
to submit the work for publication. J.A. is a Serra Hunter
Fellow, Generalitat de Catalunya, Barcelona, Spain.

Disclosure statement

No potential conflict of interest was reported by the authors.

79



RESULTADOS

80

326 (&) J. CORRAL ET AL.

Funding

This work was supported by the Ministerio de Economia
y Competitividad [BIO2016-77011-R].

References

[

2

[3

[4

7

[9

[10]

[11]

[12]

[13]

[14

Wong D, Nielsen TB, Bonomo RA, et al. Clinical and
pathophysiological ~ overview  of  Acinetobacter
Infections: a century of challenges. Clin Microbiol
Rev. 2017;30(1):409-447.

Harding CM, Hennon SW, Feldman MF. Uncovering
the mechanisms of Acinetobacter baumannii virulence.
Nat Rev Microbiol. 2018;16(2):91-102.

Pérez-Varela M, Corral ], Andrés Vallejo J, et al
Mutants in the P-subunit of the RNA polymerase
impairing the surface-associated motility and virulence
of Acinetobacter baumannii. Infect Immun. 2017;85:8.
Biswas I, Machen A, Mettlach J. In vitro motility assays
for Acinetobacter species. Methods Mol Biol.
2019;1946:177-187.

Skiebe E, de Berardinis V, Morczinek P, et al.
Surface-associated motility, a common trait of clin-
ical isolates of Acinetobacter baumannii, depends on
1,3-diaminopropane. Int ] Med Microbiol. 2012;302
(3):117-128.

Eijkelkamp BA, Stroeher UH, Hassan KA, et al. H-NS
plays a role in expression of Acinetobacter baumannii
virulence features. Infect Immun. 2013;81(7):2574-2583.
Pérez-Varela M, Corral ], Aranda ], et al. Roles of
efflux pumps from different superfamilies in the
surface-associated ~ motility and  virulence  of
Acinetobacter baumannii ATCC 17978. Antimicrob
Agents  Chemother.  2019;63(3). DOI:10.1128/
AAC.02190-18

Clemmer KM, Bonomo RA, Rather PN. Genetic ana-
lysis of surface motility in Acinetobacter baumannii.
Microbiology. 2011;157(9):2534-2544.

Mussi MA, Gaddy JA, Cabruja M, et al. The opportu-
nistic human pathogen Acinetobacter baumannii senses
and responds to light. J Bacteriol. 2010;192
(24):6336-6345.

McQueary CN, Kirkup BC, Si Y, et al. Extracellular
stress and lipopolysaccharide modulate Acinetobacter
baumannii surface-associated motility. ] Microbiol.
2012;50(3):434-443.

Sampedro I, Parales RE, Krell T, et al. Pseudomonas
chemotaxis. FEMS Microbiol Rev. 2015;39(1):17-46.
Chen R, Lv R, Xiao L, et al. A1S_2811, a CheA/Y-like hybrid
two-component regulator from Acinetobacter baumannii
ATCC17978, is involved in surface motility and biofilm forma-
tion in this bacterium. Microbiologyopen. 2017;6(5):e00510.
Trazoki O, Aranda ], Zimmermann T, et al. Molecular
interaction and cellular location of RecA and CheW
proteins in Salmonella enterica during SOS response
and their implication in swarming. Front Microbiol.
2016;7:1560.

Miller JH. Experiments in molecular genetics. Cold
Spring Harbor Laboratory, NY. 1972.

[15]

[16]

(17]

(18]

[19]

[20]

[21]

[22]

(23]

[24]

[25]

[26]

[27]

(28]

[29]

Lucidi M, Runci F, Rampioni G, et al. New shuttle
vectors for gene cloning and expression in
multidrug-resistant Acinetobacter species. Antimicrob
Agents Chemother. 2018;62:e02480-17. doi:10.1128/
AAC.02480-17.

Mayola A, Irazoki O, Martinez IA, et al. RecA protein
plays a role in the chemotactic response and chemor-
eceptor clustering of Salmonella enterica. PLoS One.
2014:9(8):¢105578.

Aranda ], Poza M, Pardo BG, et al. A rapid and simple
method for constructing stable mutants of Acinetobacter
baumannii. BMC Microbiol. 2010;10(1):279.

Tola YH, Fujitani Y, Tani A. Bacteria with natural
chemotaxis towards methanol revealed by chemotaxis
fishing technique. Biosci Biotechnol Biochem. 2019;83
(11):2163-2171.

Vallejo JA, Beceiro A, Rumbo-Feal S, et al. Optimisation of
the Caenorhabditis elegans model for studying the patho-
genesis of opportunistic ~Acinetobacter baumannii.
Int J Antimicrob Agents. 2015;pii: S0924-8579(15)00241.
doi:10.1016/j.jjantimicag.2015.05.021

Peleg AY, Jara S, Monga D, et al. Galleria mellonella as
a model system to study Acinetobacter baumannii
pathogenesis and therapeutics. Antimicrob Agents
Chemother. 2009;53(6):2605-2609.

Cunningham BC, Wells JA. High-resolution epitope map-
ping of hGH-receptor interactions by alanine-scanning
mutagenesis. Science. 1989;244(4908):1081-1085.
Eijkelkamp BA, Stroeher UH, Hassan KA, et al
Adherence and motility characteristics of clinical
Acinetobacter baumannii isolates. FEMS Microbiol
Lett. 2011;323(1):44-51.

Aranda ], Bardina C, Beceiro A, et al. Acinetobacter
baumannii RecA protein in repair of DNA damage,
antimicrobial resistance, general stress response, and
virulence. ] Bacteriol. 2011;193(15):3740-3747.
Wauichet K, Zhulin IB. Origins and diversification of
a complex signal transduction system in prokaryotes.
Sci Signal. 2010;3(128):ra50.

Zusman DR, Scott AE, Yang Z, et al. Chemosensory
pathways, motility and development in Myxococcus
xanthus. Nat Rev Microbiol. 2007;5(11):862-872.
Bellenger K, Ma X, Shi W, et al. A CheW homologue is
required for Myxococcus xanthus fruiting body devel-
opment, social gliding motility, and fibril biogenesis.
J Bacteriol. 2002;184(20):5654-5660.

Rumbo-Feal S, Pérez A, Ramelot TA, et al
Contribution of the A. baumannii AIS_0114 gene to
the interaction with eukaryotic cells and virulence.
Front Cell Infect Microbiol. 2017;7:108.

Yao J, Allen C. Chemotaxis is required for virulence
and competitive fitness of the bacterial wilt pathogen
Ralstonia  solanacearum. ] Bacteriol.  2006;188
(10):3697-3708.

Harding CM, Tracy EN, Carruthers MD, et al.
Acinetobacter baumannii strain M2 produces type IV
pili which play a role in natural transformation and
twitching motility but not surface-associated motility.
MBio. 2013;4(4). DOI:10.1128/mBi0.00360-13



Supplementary Table 1. Oligonucleotides used in this work.

RESULTADOS

Name Sequence (5’ to 3°) Application
Al1S_2813IntFw GATTGGCAAACATTC Mutant construction
AlS 2813IntRv CACATACTGGTCATGATG Mutant construction

RecAComplFw

CAGTCTCGAGATGGATGAGAATAAAAGC

Complementation

RecAComplRv

CAGTCCATGGTTACGATTCTAATAAAAGATC

Complementation

AlS _2813ComplFw

CAGTCTCGAGATGGCAGCGAATGGATTTATCG

Complementation and
mutant verification

AlS _2813ComplRv

CAGTCCATGGTTAGTTTATAAATTTTGTCGA

Complementation and
mutant verification

RecAFLAGFw

GGAATTCCATATGGATGAGAATAAAAGC

Cloning tagged-protein in
pUA1108

RecAFLAGRv

CGGGATCCTTATTTGTCGTCGTCGTCTTTGTAGTCgc
cgccgccCGATTCTAATAAAAGATC

Cloning tagged-protein in
pUA1108

A1S_2813HisFw

GGAATTCCATATGAGAGGGCAATACTTC

Cloning tagged-protein in
pUA1108

A1S_2813HisRv

CGGGATCCTTAATGATGATGATGATGATGgccegeegecG
TTTATAAATTTTGTCGA

Cloning tagged-protein in
pUA1108

A1S_2813S97AFw

TTCATTTTCGGCTACCCAAAAAG

A1S_2813#S97A mutant
derivate construction

A1S_2813S97ARv

CTCCGCTGCCCTGAAATA

AlS 2813#S97A mutant
derivate construction

AlS_28131121AFwW

GGTTTTGGGGGCTCAGCACTTTAATAAAAAAAG

AlS_2813#1121A mutant
derivate construction

A1S_2813#1121A mutant

AlS_28131121ARv TGATCCACAACCAACCCC : .
- derivate construction

) Sequencing primer for

108pUA1108 CCGACATCATAACGGTTC bUA1108 vector
Sequencing primer for

+128pUA1108 AGACAAGCTGTGACCGTC bUA1108 vector
Sequencing primer for

M13FpuUC GTTTTCCCAGTCACGAC pCR-BluntlI-TOPO and
pVRL1 vectors
Sequencing primer for

M13RpUC CAGGAAACAGCTATGAC pCR-Bluntll-TOPO and

pVRL1 vectors

Restriction endonuclease sites are underlined, FLAG and 6xHis tags are indicated in bold
and Gly spacers in lower case.

81



RESULTADOS

SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS

Figure S1. Growth curves of the indicated A. baumannii strains.
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Figure S2. Transmission electron microscopy of the indicated A. baumannii strains
obtained as described above but without the use of glutaraldehyde. The images were

obtained at 4,000 x magnification.
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Figure S3. In silico model for the interaction of the A. baumannii RecA and CheW-

like protein analyzed using PyMOL software as previously described®?,

—) RecA protein
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Figure S4. Western blot of the indicated lysates using the appropriate antibodies.

C-: negative control. M: molecular mass marker.

(e

-0

IM
OVII-VI3y

saesA] gorrvnd 1714

VL6S
SIHx9-MI-A 24D

VICII

A
g
7
=
>
Q

SIHX9-YI-AAYD »

85



RESULTADOS

3.2. Papel de los movimientos twitching y swimming en la

patogenicidad de R. solanacearum

Twitching and swimming motility play a role in Ralstonia

solanacearum pathogenicity
Corral J, Sebastia P, Coll NS, Barbe ], Aranda J, Valls M

mSphere 5(2). 2020

Con el objetivo de identificar en R. solanacearum genes homologos al sistema
guimiotactico asociado a pili de tipo 1V, se realizé un analisis de elementos ortélogos a
partir del conjunto de proteinas codificadas en el genoma de la cepa GMI1000. Este
analisis puso de manifiesto que las proteinas del sistema quimiotactico Pill y ChpA de R.
solanacearum son homdlogas a componentes vinculados a la regulacion del pili de tipo
IV en P. aeruginosa y, a su vez, analogos a las proteinas CheW y CheA del sistema
quimiotactico flagelar, respectivamente. Ademas, estos elementos se localizaron
codificados en una region del genoma, formando una Unica unidad transcripcional que
incluye los genes RSc0668 (pilG), RSc0669 (pilH), RSc0670 (pill), RSc0671 (pill) y
RSc0672 (chpA).

Para determinar el papel de estos componentes en la motilidad de R.
solanacearum, se obtuvieron mutantes deficientes en los genes pill y chpA, asi como en
los genes que codifican las subunidades principales de pilina (pilA) y flagelina (fliC) que
forman parte del pili de tipo IV y flagelo, respectivamente. Los ensayos de twitching
realizados mostraron que los mutantes pill y pilA pierden completamente su capacidad
de llevar a cabo este tipo movimiento, mientras que en el mutante chpA disminuye
parcialmente. Por otro lado, en los ensayos de swimming realizados se observé que solo
el mutante fliC presenta una disminucién de su capacidad para desplazarse mediante
este tipo de movimiento. Sin embargo, se determind que el mutante pilA muestra un
aumento en su capacidad para desplazarse por swimming comparado con la cepa

salvaje, sin mostrar ninguna alteracion en su capacidad de realizar quimiotaxis.

Tras evaluar la implicacién de estas proteinas en los movimientos twitching y
swimming, se realizé una caracterizacion fenotipica de las distintas cepas mutantes. Los
resultados obtenidos en los distintos ensayos mostraron que los mutantes pill y chpA
sufren una disminucién en su capacidad para incorporar DNA mediante transformacién
natural y, en el caso del mutante pilA, una abolicion competa. En lo referente a la
formacion de biofilm se observé que, mientras los mutantes pill, chpA y pilA presentan

una disminucién, el mutante pill experimenta un aumento en su capacidad. Por ultimo,
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todos los mutantes mostraron exhibir una disminucién en su capacidad para adherirse

a raices de tomatera.

Finalmente, para evaluar el efecto de estas proteinas en la virulencia de R.
solanacearum, se realizaron tres ensayos distintos utilizando plantas de tomate como
modelo de infeccidon. El primer ensayo, realizado sobre hojas de tomatera, puso de
manifiesto que los mutantes analizados no sufren disminucion alguna de su tasa de
crecimiento. Este hecho demostré que cualquier alteracion en su capacidad patogénica
que pudiera observarse en los ensayos posteriores no era atribuible a una alteracion en

su capacidad de proliferacion a causa de las mutaciones introducidas.

El segundo ensayo, realizado mediante la inoculacién directa de la bacteria en
el xilema de la planta con la finalidad de determinar el efecto patogénico de los mutantes
ya dentro del hospedador, mostré que solo el mutante pilA sufre una disminucion en su
capacidad de provocar marchitez en plantas.

Por ultimo, en el tercer ensayo con plantas se utilizé el riego como via para la
inoculacion de la bacteria, permitiendo determinar el potencial patogénico de los
mutantes desde el inicio de su etapa infectiva. Los resultados obtenidos revelaron que
todos los mutantes sufren una diminucién en su capacidad de producir marchitez en
tomatera; siendo pilA el mutante que presenta una mayor reduccidon en su capacidad
patogénica, seguido conjuntamente por los mutantes pill y chpA y, en ultimo lugar, por
el mutante fliC.

Este conjunto de resultados indica que las proteinas Pill y ChpA, homdlogas a
componentes del sistema de quimiotaxis asociado a pili de tipo IV de P. aeruginosa, son
imprescindibles no solo para el 6ptimo desplazamiento por twitching, sino también para
la patogénesis de R. solanacearum al inicio de su etapa infectiva, asi como para otros
procesos relacionados con la virulencia bacteriana, como la transformacion natural y la

formacion de biofilm.

Finalmente, este trabajo aporta evidencias de la existencia en R. solanacearum
de una interrelacidon entre ambos tipos de movimientos (twitching y swimming) en la
gue se encuentra implicada PilA. También se ha puesto de manifiesto la participacién de
FliC, subunidad formadora del filamento flagelar, en la adhesién a raices y en la

capacidad de formar biofilm.
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ABSTRACT Ralstonia solanacearum is a bacterial plant pathogen causing important
economic losses worldwide. In addition to the polar flagella responsible for swim-
ming motility, this pathogen produces type IV pili (TFP) that govern twitching motil-
ity, a flagellum-independent movement on solid surfaces. The implication of che-
motaxis in plant colonization, through the control flagellar rotation by the proteins
CheW and CheA, has been previously reported in R. solanacearum. In this work, we
have identified in this bacterium homologues of the Pseudomonas aeruginosa pill
and chpA genes, suggested to play roles in TFP-associated motility analogous to
those played by the chelW and cheA genes, respectively. We demonstrate that R. so-
lanacearum strains with a deletion of the pill or the chpA coding region show nor-
mal swimming and chemotaxis but altered biofilm formation and reduced twitching
motility, transformation efficiency, and root attachment. Furthermore, these mutants
displayed wild-type growth in planta and impaired virulence on tomato plants after
soil-drench inoculations but not when directly applied to the xylem. Comparison
with deletion mutants for pilA and fliC—encoding the major pilin and flagellin sub-
units, respectively—showed that both twitching and swimming are required for
plant colonization and full virulence. This work proves for the first time the function-
ality of a pilus-mediated pathway encoded by pil-chp genes in R. solanacearum,
demonstrating that pill and chpA genes are bona fide motility regulators controlling
twitching motility and its three related phenotypes: virulence, natural transforma-
tion, and biofilm formation.

IMPORTANCE Twitching and swimming are two bacterial movements governed by
pili and flagella. The present work identifies for the first time in the Gram-negative
plant pathogen Ralstonia solanacearum a pilus-mediated chemotaxis pathway analo-
gous to that governing flagellum-mediated chemotaxis. We show that regulatory
genes in this pathway control all of the phenotypes related to pili, including twitch-
ing motility, natural transformation, and biofilm formation, and are also directly im-
plicated in virulence, mainly during the first steps of the plant infection. Our results
show that pili have a higher impact than flagella on the interaction of R. so-
lanacearum with tomato plants and reveal new types of cross-talk between the
swimming and twitching matility phenotypes: enhanced swimming in bacteria lack-
ing pili and a role for the flagellum in root attachment.

KEYWORDS Ralstonia solanacearum, pill, chpA, pilA, fliC

"yalstonia solanacearum is a soilborne Gram-negative bacterium that causes a plant
| disease known as bacterial wilt mainly in tropical and subtropical climates (1). R.
solanacearum exhibits an unusually broad host range comprising more than 200 plant
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species from over 50 families, including potato, tomato, tobacco, peanut, and banana,
among other crops (2). These facts have contributed to the ranking of R. solanacearum
as among of the most destructive plant-pathogenic bacterial species worldwide (3).

Plant colonization begins with the attachment of R. solanacearum on roots and entry
into the host plant through wounds, at sites of secondary root emergence or elonga-
tion (4). The bacterium subsequently colonizes the root cortex and moves to the xylem,
where it spreads systematically, grows extensively, and produces large amounts of
exopolysaccharides (EPS) that cause vascular obstruction. This blockage results in
wilting of the stem and leaves and, eventually, plant death (1).

In order to reach different plant tissues and get inside the vascular system, R.
solanacearum uses different types of movement strategies. The first is swimming
motility, an individual cell movement powered by rotating flagella and produced in
aqueous environments. In R. solanacearum, this kind of motility is mediated by one to
four polar flagella and mutants lacking either FIiC (the flagellar subunit protein) or FliM
(the flagellar motor switch protein) are nonmotile and present a reduction of virulence
in tomato after soil-soak inoculation (5). Chemotaxis enables bacterial cells to sense
specific chemicals and depends on the presence of several proteins, which ultimately
interact with the flagellar motor to move toward more-favorable conditions. This
complex behavior begins in cell membrane-associated receptors, called MCPs (methyl-
accepting chemotaxis proteins), which detect environmental stimuli and respond to
them by changing their conformation. These changes trigger autophosphorylation of
the cytoplasmic histidine autokinase CheA, which forms a complex with the receptor
through the coupling protein CheW (Fig. 1A). CheA transfers its phosphate group to
CheY, a diffusible cytoplasmic response regulator that interacts with the flagellar motor
to switch its direction of rotation. Both R. solanacearum cheA and cheW null mutants are
motile but nonchemotactic, and their virulence is as low as that of a completely
nonmotile fliC knockout mutant (6).

The other movement used by R. solanacearum is twitching motility, a coordinated
multicellular movement driven by the extension, attachment, and retraction of the type
IV pilus (TFP) appendages in solid surfaces or viscous media. In Gram-negative bacteria,
the TFP system requires at least 35 pil genes for the synthesis, display, and function of
polar and retractable TFP (7). R. solanacearum also possesses TFP-mediated motility,
which plays a role in natural transformation, biofilm formation, and virulence (8). The
genes pilA, pilQ, and pilT, whose products are a monomer of the major pilin protein, the
secretin involved in the pilus extrusion, and the protein required for pilus retraction,
respectively, have been identified in R. solanacearum, and inactivation of any of them
reduces both twitching motility and virulence (8, 9). In addition, the pilA mutant was
reduced in virulence on tomato plants, in attachment to roots, and in biofilm formation
as well as being not naturally competent for transformation (8).

In the Gram-negative nosocomial pathogen Pseudomonas aeruginosa, which bears
both flagella and pili, a hypothetical pilus-mediated chemotaxis pathway encoded by
the pil-chp genes in so-called cluster IV has been proposed to exist based on homology
to the flagellar chemotaxis system (10, 11). In a manner analogous to that seen with
flagellum-mediated chemotaxis, in this pathway the molecular signal generated by the
cell membrane-associated receptor (Pill) is expected to trigger autophosphorylation of
the cytoplasmic CheA-like histidine autokinase called ChpA, which may form a complex
with two CheW homologues called Pill and ChpC (Fig. 1A). The control of movement of
pili in this hypothetical system in P. aeruginosa is likely performed by two CheY
homologues (PilG and PilH), which would interact with the putative TFP motor to
control twitching motility after their phosphorylation by ChpA (10, 11).

In this report, we describe a new gene cluster in R. solanacearum with strong
similarities to P. aeruginosa cluster IV, including genes encoding Pill and ChpA homo-
logues. We have constructed pill and chpA knockout mutants and mutants in well-
described twitching (pilA) and swimming (fliC) motility genes in R. solanacearum and
have studied the role of these genes in R. solanacearum motility and plant colonization
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FIG 1 Characterization of the pil-chp operon. (A) Representation of flagellin-dependent (left) and pilus-dependent
(right) pathways based on protein homology data from Sampedro et al. (11). (B) Schematic diagram of the pil-chp
operon gene cluster in the R. solanacearum GMI1000 genome. Small arrows represent the oligonucleotides used
in the RT-PCR. Spacings between protein-coding sequences in the pil-chp operon are as follows: pilG-pilH 31 bp,
pilH-pill 58 bp, pill-pil) 245 bp, pil)-chpA 79 bp. (C) RT-PCRs of the indicated pil-chp intergenic regions. Each primer
pair (Table $1) was used to prepare a PCR mixture with cDNA, RNA, or DNA from the GMI1000 strain as a template.
V Ladder NzyTech was used as the DNA marker (M).

and in other related processes such as chemotaxis, biofilm formation, and natural
transformation.

RESULTS

Analysis of the R. solanacearum GMI1000 genome reveals the presence of
single pill (CheW-like) and chpA (CheA-like) orthologues clustered in a pil-chp
operon. Orthologous analysis revealed that both TFP-associated protein domains, the
CheW-like and CheA-like domains, were found in two genes located in a putative
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operon in the GMI1000 genome sequence, which includes in total five pil-chp homo-
logues: R. solanacearum RSc0668 (pilG), RSc0669 (pilH), RSc0670 (pill), RSc0671 (pilJ), and
RSc0672 (chpA) (Fig. 1B). This cluster is syntenic to that previously described in P.
aeruginosa, except that it lacks the chpB and chpC genes downstream of chpA. CheW-
like and CheA-like domains were found in the pill and chpA genes, respectively, whereas
no other CheW-like homologues—such as the mentioned orthologue of P. aeruginosa
chpC—were found in the R. solanacearum GMI1000 genome. Compared to its P.
aeruginosa counterpart (PAO1 protein WP_003084590), the R. solanacearum Pill homo-
logue presents an identity level of 68%, with fragment coverage of 31%, whereas the
R. solanacearum ChpA homologue shows an identity level of 39.73% with 33.33%
coverage with respect to the P. aeruginosa ChpA (WP_003114893) protein. To deter-
mine whether the five pil-chp genes are part of the same transcriptional unit, reverse
transcription-PCRs (RT-PCRs) were performed (Fig. 1C). The resulting bands confirmed
that the pil-chp gene cluster is transcribed as a single polycistronic unit, transcription-
ally independent of the surrounding RSc0667 and RSc0673 genes (Fig. 1C), predicted to
encode a rubredoxin protein and a hypothetical protein, respectively.

The R. solanacearum Pill and ChpA proteins are involved in twitching but not
in swimming motility or chemotaxis. To determine the role of pill and chpA in R.
solanacearum motility and chemotaxis, we created null mutants by replacing their
protein-coding sequences with a kanamycin cassette. Strains with an inactivated pilA,
fliC, or cheA gene were also constructed to be used as controls: the pilA mutant was
described previously as impaired in twitching (8), the fliC mutant as deficient in
swimming (5), and the cheA mutant as nonchemotactic (6). All mutants obtained were
confirmed by PCR (see Fig. S1 in the supplemental material) and subsequent sequenc-
ing (Macrogen) using specific primers (see Table S1 in the supplemental material).
Furthermore, none of the constructed knockout mutants exhibited macroscopic
changes in colonial shape, EPS production (Fig. S2), or growth rate in vitro (Fig. S3).

After growth in the appropriate solid medium, colonies of the wild-type (WT) R.
solanacearum GMI1000 strain exhibited a normal twitching phenotype characterized by
irregular colony edges with multiple projections easily observed under light microscopy
(Fig. 2A). In contrast, the pill mutant presented round-shaped colony margins without
projections, a phenotype identical to that of the nontwitching motility control pilA
mutant (Fig. 2A). The chpA mutant strain also showed impaired twitching movement,
but unlike the pill and pilA mutants, the reduced twitching motility in the chpA mutant
was characterized by smaller projections in the colony margins, indicating some
residual movement (Fig. 2A). As expected, the fliC flagellum mutant control strain
presented a twitching phenotype similar to that of the WT GMI1000 strain (Fig. 2A). It
is worth noting that the complementation of the pill mutant restored twitching
motility, discarding polar effects on downstream genes caused by the pill disruption or
by secondary mutations (Fig. S4A).

It was reported previously that inactivation of TFP genes might modify the motility
controlled by flagella and vice versa (12-14). Thus, we analyzed the swimming capacity
in pill and chpA mutants, including again as controls the pilA and the fliC knockouts,
known to be affected only in twitching and swimming motility, respectively (5, 8). After
growth in the appropriate semisolid medium, the pill and chpA mutants exhibited a
typical swimming halo around the inoculated area, similar to that of the WT strain,
whereas the fliC control mutant was completely impaired in this type of motility, as
expected (Fig. 2B). Surprisingly, the pilA mutant strain displayed an increased swimming
halo compared to that of the WT parental strain (Fig. 2B). Bacterial swimming was more
accurately quantified by measuring the dispersion halo at 72 h (Fig. 2C). Significant
(P < 0.05) differences—more remarkable over time— between the pilA mutant and the
rest of strains (the WT strain and the pill and chpA mutants) showing a normal
swimming phenotype were recorded (Fig. 2C). As previously described, the fIiC control
strain showed a significantly reduced swimming halo (Fig. 2C).

In order to determine whether these motility patterns affected bacterial chemotaxis,
capillarity assays were performed using Casamino Acids as a chemoattractant (6). Since
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FIG 2 Motility assays. (A) Representative optical microscope images (X100 magpnification) of three
independent twitching motility assays. (B) Representative images of three independent swimming
motility assays. (C) Representation of the swimming halo diameters measured in three independent
assays with three replicates each. Error bars represent standard deviations of the means, and significant
(P < 0.05) differences from the R. solanacearum WT strain are represented as single or double asterisks
for a bacterial halo of smaller or larger diameter, respectively.

the fliC mutant lacked swimming motility, a cheA mutant strain—whose chemotactic
response was abolished (6)—was constructed and included in the assays as a more
appropriate control. In the parental strain and TFP-related mutants, an approximately
20-fold increase in bacterial counts was observed in capillaries filled with Casamino
Acids relative to those containing only chemotaxis buffer (Fig. 3). Thus, with the
exception of the motile but nonchemotactic cheA knockout, no significant differences
in chemotaxis were observed in any TFP-related knockout compared to the WT strain
(Fig. 3).

The R. solanacearum pill and chpA mutants present reduced natural transfor-
mation abilities. The TFP are essential for bacteria to carry out natural transformation
(8). Thus, in order to examine their natural transformation abilities, the WT strain and
the corresponding pill, chpA, pilA, and fliC knockout mutant counterparts were exposed
to DNA containing a gentamicin cassette flanked by ~1-kb-long sequences homolo-
gous to a noncoding region of the R. solanacearum genome (15) and the frequencies
of recovery of gentamicin-resistant colonies were calculated. The results obtained
showed that the transformation frequencies of the pill and chpA mutants were reduced
by approximately 20-fold and 6-fold, respectively, compared to the WT strain (Table 1).
As expected, the pilA mutant, which lacks TFP, was totally unable to take up DNA
naturally (8), whereas the fliC mutant was transformed with a level of efficiency
comparable to that of the WT strain (Table 1).
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FIG 3 Chemotaxis capillarity assays. Data represent fold change (CFU) between viable bacteria counted
in capillaries containing chemoattractant CA (Casamino Acids) divided by the CFU counted in control
capillary CB (chemotaxis buffer). Error bars represent standard deviations of the means of results from
five replicates per strain, and the asterisk denotes a significant (P < 0.05) difference from the R.
solanacearum WT strain. The assay was performed three times. The results of a representative experiment
are shown.

TFP- and flagellin-associated genes are involved in biofilm formation and
attachment of R. solanacearum to plant roots. Alongside roles in motility, TFP and
flagella are required for biofilm formation and initial bacterial adsorption to plant roots
(16). We thus measured the capacity of our bacterial mutants to produce biofilm in
polystyrene microplate cultures. The pilA control mutant was previously shown to
produce less-developed biofilms than a WT strain (8), which was quantified here as a
significant (P < 0.05) reduction (~70%) in biofilm formation. The chpA and fliC mutants
also displayed comparable ~70% reductions in their ability to produce biofilm com-
pared to the GMIT000 strain (Fig. 4A). Interestingly, the pill mutant, which exhibited an
abolishment of twitching motility similar to that shown by the nonmotile pilA mutant,
presented a significant (P < 0.05) increase of ~25% in biofilm formation with respect to
the WT parental strain (Fig. 4A). Furthermore, the complemented pill mutant showed a
restored ability to produce biofilm (Fig. S4B).

Next, we incubated each bacterial strain with isolated tomato roots and quantified
their capacity to attach to the root surface. The results of these experiments showed
that all TFP mutants (pill, chpA, and pilA) presented a statistically significant (P < 0.05)
10-fold-lower level of root attachment than the WT GMI1000 strain (Fig. 4B). Further-
more, the aflagellated fliC mutant also displayed a statistically significant (P < 0.05)
5-fold decrease compared with the WT strain (Fig. 4B), denoting that both TFP and
flagella promote adhesion between R. solanacearum cells and tomato roots.

The pill and chpA mutants show reduced virulence in soil-soak inoculations but
not when directly inoculated in the stem of tomato plants. To determine the effect
of Pill and ChpA on R. solanacearum pathogenicity, tomato plants were infected by
drenching the soil with the collected bacterial solution without wounding the roots,
which mimics the natural infection process of this soilborne pathogen. The four
mutants analyzed (pill, chpA, pilA, and fliC) exhibited a significant (P < 0.05) reduction
in their ability to develop plant wilting compared to the parental WT strain, but to

TABLE 1 Natural transformation frequencies of the indicated R. solanacearum strains®

Strain Natural transformation frequency®
GMI1000 WT 1.05 (£1.2) X 10-¢

pill 5.07 (£4.9) X 108

chpA 178 (£1.5) X 1077

PpilA <257 X 1079

flic 1.66 (=2.1) X 106

“Each experiment was carried out in triplicate in five independent assays.

®Natural transformation frequency data are represented as means * standard deviations and were calculated
as the number of recombinant colonies by the total number of viable cells. At least 10% of the
recombinant colonies obtained for each strain were confirmed by sequencing.
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FIG 4 Biofilm and root attachment quantification. (A) Biofilm assay in which y-axis data represent biofilm
absorbance (OD.,,) divided by the biomass (OD,,). The error bars represent standard deviations of the
means of results from 16 replicates per strain. Significant (P < 0.05) differences from the R. solanacearum
WT strain are represented as single or double asterisks for lower or higher absorbance ratio values,
respectively. The assay was performed three times. The results of a representative experiment are shown.
(B) Representative root attachment assay showing means of logarithms of counts of viable bacteria (CFU).
Error bars represent standard errors of the means of data from five 1-week-old tomato roots per assay,
and asterisks denote significant (P < 0.05) differences from the R. solanacearum WT strain. The assay was
performed three times. The results of a representative experiment are shown.

differing degrees (Fig. 5A). Statistical analysis classified the mutants into four groups:
the pilA deletion mutant was the least virulent, followed by the pill and chpA mutants,
with both showing an intermediate phenotype, and the fliC mutant, with a small but
significant decrease in apparent wilting compared to the WT parental strain (Fig. 5A).
Bacterial counts obtained from 3-cm stem cuts from tomato plants infected using the
same procedure were also carried out at 4, 8, and 12 dpi (days postinoculation). Only
the pilA mutant exhibited a significant (2 log) reduction at days 4 and 12 (P < 0.05) with
respect to the rest of strains, whose numbers in stem tissues were similar to those seen
with the WT strain (Fig. 5B). To discard any potential fitness effects resulting from the
growth of the knockout strains in tomato plants, all strains were infiltrated in tomato
leaves. The results showed no differences in bacterial growth of any of the mutants with
respect to the WT (Fig. S5). In contrast, when tomato plants were infected by direct
petiole injection, pill and chpA knockout strains showed no statistically significant
reduction in their capacity to wilt plants (Fig. 6A), while the control pilA mutant
exhibited significant (P < 0.05) differences in disease index in comparison to the WT, as
previously described (8). Finally, the virulence of the flagellum-deficient fliC mutant was
also comparable to that of the WT strain (Fig. 6A). Bacterial counts measured over time
in infected plant stems were similar to those reached by the WT strain for all mutants
except for the pilA mutant, which presented a significant (P < 0.05) reduction in plant
colonization (Fig. 6B). Interestingly, the fliC mutant exhibited a reduction in stem
numbers only at 3 dpi, reaching values similar to those shown in the pill and chpA
mutants and the WT strains at later infection times (Fig. 6B).

Deletion of pilA but not pill, chpA, and fliC limits bacterial spread in plant
tissues. In order to study the distribution of pill, chpA, pilA, and fliC R. solanacearum
knockout mutants along tomato plants, reporter strains were constructed through the
insertion into their genome of the luxCDABE operon under the control of the hrpB
promoter (Fig. S6). Tomato plants grown in pots were soil-inoculated with the reporter
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FIG 5 Drenching assays. (A) Disease index scaled from 0 (no wilt) to 4 (death), with levels measured daily
after soil soaking of 4-week-old tomato plants by the use of a naturalistic inoculation method. Error bars
represent standard errors of the means of results from 20 replicates per strain. According to their wilting
reduction (P < 0.05), strains are classified in four groups (labeled a through d). The assay was performed
three times. The results of a representative experiment are shown. (B) Logarithm of counts of viable
bacteria (CFU per milliliter) after soil soaking of 4-week-old tomato plants by the use of a naturalistic soil
soak inoculation metheod at 4, 8, and 12 days postinoculation. Error bars represent standard errors of the
means of results from 20 replicates per strain. Asterisks denote significant (P < 0.05) differences from the
R. solanacearum WT strain. The assay was performed three times. The results of a representative
experiment are shown.

strains, and luminescence in different stem sections was recorded at 3 and 6 dpi. At
3 dpi, no significant differences were observed between any of the knockouts and the
WT strain at any stem height (Fig. 7). However, at 6 dpi, the pilA mutant carrying the
luxCDABE operon exhibited a significant (P < 0.05) reduction of its luminescence com-
pared to the WT reporter strain (Fig. 7). No significant differences in colonization
between the stem sections from internodes 2 and 3 were observed for any other strain
at 6 dpi (Fig. 7). To confirm that expression of the reporter operon was not affected by
any of the gene disruptions, bacterial growth and luminescence were both measured
over time in in vitro cultures (Fig. S7). In these experiments, all mutants showed
comparable levels of luminescence and indistinguishable differences in growth from
the WT strain, ruling out an inhibition of the reporter in the PilA mutant (Fig. S7).

DISCUSSION

A conserved cluster involved in twitching motility. In this study, we identified a
new gene cluster in R. solanacearum strain GMI1000 (Fig. 1B) presenting synteny with
respect to P. aeruginosa and Lysobacter enzymogenes cluster IV (17-19) and the Xylella
fastidiosa pil-chp operon (20). With the construction of pilus- and ChpA-deficient strains,
we demonstrated the involvement of these genes in R. solanacearum twitching but not
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FIG 6 Petiole inoculation assays. (A) Disease index scaled from 0 (no wilt) to 4 (death), measured daily
in 4-week-old tomato plants after the use of a direct inoculation method. Error bars represent standard
errors of the means of results from 20 replicates per strain. According to statistically significant
differences (P < 0.05), strains were classified in two groups (labeled a and b). The assay was performed
three times. The results of a representative experiment are shown. (B) Logarithms of viable bacteria (CFU
per milliliter) of the indicated R. solanacearum strains counted by the use of a direct inoculation method
using 4-week-old tomato plants at 3, 6, and 9 dpi. Error bars represent standard errors of the means of
results from 20 replicates per strain, and asterisks denote significant (P < 0.05) differences from the R.
solanacearum WT strain. The assay was performed three times. The results of a representative experiment
are shown.

in swimming (Fig. 2). Whereas the chpA mutant presented reduced twitching, Pill
inactivation produced a total abolition of this movement, comparable to that seen with
the nontwitching pilA control (Fig. 2A). Decreased twitching motility has been similarly
observed in chpA (CheA-like) knockout mutants in other bacteria such as P. aeruginosa
(21) and X. fastidiosa (20) and in the pill (CheW-like) null mutant of P. geruginosa (22).
However, the pill knockout remains twitching proficient in L. enzymogenes (23), indi-
cating differences in TFP gene function that depend on the bacterial species. In contrast
to our results seen in R. solanacearum revealing that the chpA mutant showed some
residual twitching motility, both pill and chpA/pill mutants in Acidovorax citrulli lacked
twitching motility and did not produce TFP (24). However, a pilJ mutant in the A. citrulli
pil-chp operon retained the ability to produce TFP (13).

TFP influence swimming motility. Since the inactivation of specific genes associ-
ated with one type of appendage may affect the movement controlled by others
(12-14, 25), swimming motility assays were also performed with the R. solanacearum
mutants that had been constructed. Surprisingly, results obtained showed swimming
hypermotility performed by the pilA mutant (Fig. 2B and C), a phenomenon observed
in other R. solanacearum knockouts such as those lacking the transcriptional regulators
phcA (26) and motN (27), the latter being chemotaxis proficient like the R. solanacearum
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FIG 7 Bacterial spread in plant tissue. Luminescence detection of the indicated R. solanacearum strains
prepared by the use of a direct inoculation method was performed using 4-week-old tomato plants at
3 and 6 dpi. x-axis data represent means of luminescence (RLU/s) data from 10 replicates per strain. Error
bars represent standard errors of the means, and asterisks denote significant (P < 0.05) differences from
the R. solanacearum WT strain. The assay was performed three times. The results of a representative
experiment are shown.

pilA mutant (Fig. 3). Cross-effects between the two appendage-dependent movements
are likely underestimated due to the comparative paucity of studies in which both
swimming and twitching assays have been carried out to evaluate the effect of single
mutants. One example of this connection is found in the PilS-PilR two-component
system of P. aeruginosa, which regulates TFP expression and whose inactivation also
causes a reduction in swimming motility (25). Similarly, the inactivation of genes
encoding PilA, the pilus assembly protein PilO, or two predicted minor pilins, FimU and
FimT, caused reduced twitching but complete abolition—or, in the case of the imT
mutant, impairment— of swimming in P. syringae, suggesting that TFP are involved not
only in twitching but also in swimming (14).

R. solanacearum Pill and ChpA play a role in all known TFP-related functions.
As previously reported in R. solanacearum studies of the pilA mutant, TFP are required
for natural transformation and biofilm formation (8). Our results demonstrate that Pill
and ChpA also contribute to natural competence (Table 1), presumably through proper
regulation of TFP. Regarding biofilm formation, our data showed that Pill and ChpA play
contrary roles (Fig. 4A). Interestingly, knockouts lacking either PilA or PilQ in Xanthomo-
nas spp. displayed reduced twitching motility, but biofilm formation was affected only
in the pilQ mutant (28, 29). On the other hand, in the A. citrulli fliR-null mutant, whose
swimming and twitching movements remained impaired, no effect on biofilm devel-
opment was observed (12). Besides their roles in natural transformation and biofilm
formation, TFP are also key for bacterial virulence (7). In R. solanacearum, virulence
processes during plant colonization have been investigated in some TFP-related genes
such as pilA (8) and pilQ (30), highlighting the relationship between twitching motility
and virulence (31-33). Our data demonstrate that Pill and ChpA proteins are required
for early pathogenic stages that result in effective plant colonization and wilting. This
is shown by the fact that strains deleted of these genes caused reduced wilting in
response to a naturalistic infection method (soil drenching; Fig. 5A) but behaved like
the WT when applied directly by petiole inoculation, a procedure that overcomes all
initial steps of plant colonization until the bacterium reaches the xylem (Fig. 6A).
Similarly, our data corroborate the idea that PilA plays a role in the pathogenesis of R.
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solanacearum, as previously reported (5, 8), because this mutant showed impaired
multiplication in planta in both root drenching and petiole inoculation experiments
(Fig. 5B and 6B) and restricted stem colonization (Fig. 7). Involvement of TFP gene
inactivation and virulence has also been described in several bacterial plant pathogens
such as P. syringae (14), Xanthomonas spp. (28, 34), A. citrulli (13), and X. fastidiosa (20,
35), in which an impairment of twitching motility resulted in the development of a
reduced pathogenic phenotype. Remarkably, although all TFP mutants analyzed
showed similar phenotypes in biofilm formation, root attachment, and chemotaxis
(Fig. 3 and 4), the pill and chpA deletion mutants showed milder phenotypes than
the pilA mutant in transformation efficiency and in the various virulence and plant
colonization assays performed (Table 1; see also Fig. 5 and 7). This can be explained
by the fact that, while PilA is the structural pilus subunit and its mutant is
nonpilliated, the Pill and ChpA are regulator proteins in TFP assembly and their
deletion mutants may still present some TFP, as indicated by the residual twitching
motility displayed by the chpA knockout strain (Fig. 2A). In this sense, it is worth
mentioning that disruption of the chpA homolog gene in X. fastidiosa (pilL) resulted
in a loss of twitching motility but in retention of the ability to produce TFP,
resembling the phenotype of the R. solanacearum chpA mutant, although in the
latter some residual twitching motility was observed, maybe because of differences
in the experimental settings.

Novel roles of flagella in R. solanacearum GMI1000. This work demonstrates that
adhesion to roots via TFP is crucial for optimal plant colonization and disease devel-
opment but also that flagella are involved in these processes (Fig. 4B). Implication of
flagella in attachment to both animal and plant cells has been recently reported in
bacterial pathogens at the early stage of infection (36-38). Although flagella have not
been reported to play a role in attachment of members of the Xanthomonadaceae (39),
in other bacterial species such as Azospirillum brasilense, flagellin-deficient mutants are
impaired in attachment to wheat roots, and the purified polar flagellum binds directly
to the wheat root surface (40).

In addition, our results shown that fIiC inactivation produces a reduction in biofilm
formation (Fig. 4A), indicating that flagella also contribute to this process in R. so-
lanacearum GMI1000, as had been observed in P. aeruginosa and other bacteria (41, 42).
In contrast, inactivation of either fliC or genes involved in aerotaxis—an active cell
movement along oxygen gradients—in R. solanacearum strain K60 caused increased
biofilm production (43), indicating strain-specific TFP functions.

The flagellar protein FliC was previously shown to play a role in pathogenesis of R.
solanacearum, especially during the first steps of the interaction (5, 8). Here, we also
observed that the fliC deletion mutant caused reduced wilting only when inoculated by
root drenching and not by direct petiole inoculation (Fig. 5A and 6A). However, this
flagellum-deficient mutant was affected only slightly in its capacity to multiply in planta
(Fig. 6B) and colonize the plant stem (Fig. 7), in contrast with the stronger phenotypes
shown by the nonpilliated pilA strain. We conclude that TFP are more important than
flagella for the interaction of R. solanacearum with tomato plants.

Conclusion. In this work, we have demonstrated that the virulence of R. so-
lanacearum pill, chpA, pilA, and fliC deletion mutants is impaired in the first stages of
plant colonization and that the pilA mutant shows decreased growth after drench-
ing or petiole inoculation. This is the first report on the putative R. solanacearum
type IV pilus regulators Pill and ChpA, where we clearly demonstrate their role in
twitching motility, biofilm formation, natural transformation, and virulence. Addi-
tionally, a hypermotile swimming phenotype in GMI1000 strain lacking PilA and the
role of FliC in root attachment and biofilm formation have been described here for
the first time. Our work suggests that further research in R. solanacearum should be
addressed to elucidate putative connections between swimming and twitching
motilities in both well-documented genes and genes with unknown function.
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TABLE 2 Bacterial strains and plasmids used in this work®

RESULTADOS

mSphere

Strain or plasmid Relevant characteristics Source or reference
Strains
E. coli DH5« E. coli supE4 AlacU169 (80 AlacZAM15) hsdR17 recAl endA1 gyrA96 thi-1 relA1 Clontech
R. solanacearum GMI1000 Wild-type strain (phylotype |, race 1 biovar 3) 45
R. solanacearum GMI1000 PhB-lux GMI1000 strain with PhrpB-lux from pRCGent-PhB-lux, Gm" This work
R. solanacearum pill GMI1000 strain with Apill:loxP-Km from pCM184, Km® This work
R. solanacearum pill PhB-lux Pill with PhrpB-lux from pRCGent-PhB-lux, Km', Gm® This work
R. solanacearum chpA GMI1000 strain with AchpA:loxP-Km from pCM184, Km" This work
R. solanacearum chpA PhB-lux ChpA strain with PhrpB-lux from pRCGent-PhB-lux, Km', Gm’ This work
R. solanacearum pilA GMI1000 strain with ApilA:loxP-Km from pCM184, Km* This work
R. solanacearum pilA PhB-lux PilA strain with PhrpB-lux from pRCGent-PhB-lux, Km', Gm" This work
R. solanacearum fliC GMI1000 strain with AfliC:loxP-Km from pCM184, Km* This work
R. solanacearum fliC PhB-lux FliC strain with PhrpB-lux from pRCGent-PhB-lux, Kmr, Gm" This work
R. solanacearum cheA GMI1000 strain with AcheA:loxP-Km from pCM184, Km® This work
Plasmids
pCM184 Allelic exchange vector, carrying kanamycin cassette flanked by loxP, Ap’, Km® Addgene
pGEMT Cloning vector, Ap" Promega
pRCGent-Pps-GWY Vector carrying gentamicin cassette flanked by regions homologous to the 15
GMIT1000 genome, Ap’, Gm®
pRCGent-PhB-lux Vector carrying luxCDABE operon from pMU1 cloned in Kpnl-Notl in pRCGent- 49
PhB, Ap", Gm*
pBT4 Broad-host-range vector carrying the pBBR1 replicon, Tc" Addgene
pPDSK-GFPuv Vector carrying the PpsbA promoter, Km® LiveScience

“Kmr, Gm, Ap', and Tc" stand for resistance to kanamycin, gentamicin, ampicillin, and tetracycline resistance, respectively.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, plant material, and growth conditions. The bacterial strains and
plasmids used in this study are listed in Table 2. Escherichia coli DH5a was grown at 37°C in Luria-Bertani
(LB) (44) agar or in LB broth with shaking at 180 rpm. The R. solanacearum GMI1000 WT strain and
derivate mutants were routinely grown at 28°C in rich B medium, Boucher's minimal medium (MM) (45),
and CPG (Casamino Acids-peptone-glucose) medium (46) agar or broth with shaking at 180 rpm. When
necessary, rich B medium was supplemented with 0.5% glucose and 0.005% 2,3,5-triphenyltetrazolium
chloride (final concentration) in agar plates, and MM broth was supplemented with 2% glycerol or 20 mm
glutamate (final concentration). When needed, ampicillin (50 mg/liter), kanamycin (50 mg/liter), genta-
micin (10 mg/liter), or tetracycline (5mg/liter) was added in growth media. For phytopathogenesis
assays, tomato plants (Solanum lycopersicum cultivar Marmande) were used to evaluate virulence of R.
solanacearum. Plants were routinely grown in pots in a mixed soil of Substrate 2 (Klasmann-Deilmann
GmbH, Geeste, Germany), perlite, and vermiculite at a proportion of 30:1:1 for 1 to 4 weeks at 22°C and
60% relative humidity under long-day light regimen conditions (16 h light and 8 h darkness). Before the
infectious assays, tomato plants were acclimated at least 3 days by transferring them to a growth
chamber at 27°C under the same humidity and photoperiod conditions.

RNA extraction and RT-PCR. Total RNA was extracted by the use of an RNeasy minikit (Qiagen,
Hilden, Germany) from 5-ml cultures at an absorbance level of 0.4 (optical density at 600 nm [OD,,]) that
had previously been pelleted and treated with lysozyme (50 mg/ml) and resuspended in Tris-EDTA (TE)
buffer for 10 min at 37°C. Once extracted, the RNA was incubated with DNase Turbo Ambion (Thermo
Fisher, Waltham, MA) to remove DNA contaminants, and PCR analysis of the mixtures performed using
RNA samples without reverse transcriptase confirmed the absence. Reverse transcription of RNA was
performed through the use of a first-strand cDNA synthesis kit (Nzytech, Lisbon, Portugal) and the
appropriate primers (listed in Table S1 in the supplemental material). All molecular techniques were
performed using standard procedures.

Gene identification and construction of R. solanacearum knockouts and of complemented and
reporter strains. The P. aeruginosa Pill and ChpA homologues in R. solanacearum were identified
through mapping coded proteins to nonsupervised orthologous groups (NOGs) using the eggNOG v4.0
Web service (47) and complete R. solanacearum GMI1000 chromosome (NC_003295.1) and megaplasmid
(NC_003296.1) sequences. Knockout deletion mutants pill (WP_011000625), chpA (WP_011000627), pilA
(WP_011000517), fliC (WP_011003694), and cheA (WP_011004658) were generated by replacing the
coding sequence of each target gene by a kanamycin resistance cassette as described previously (48). To
this end, DNA fragments corresponding to ~1 kb of the upstream and downstream flanking regions of
each gene and a kanamycin cassette flanked with /oxP regions were PCR amplified from the R.
solanacearum GMI1000 genome and plasmid pCM184 (Addgene), respectively. The oligonucleotides
used (Table S1) included overlapping regions enabling the three fragments to be fused in two amplifi-
cation rounds. All PCRs were performed using proofreading Phusion High-Fidelity DNA polymerase
(Thermo Fisher). Next, 3" A overhangs were added to the final PCR products using Tag polymerase
(Invitrogen, Waltham, MA) and the fragments were cloned into pGEM-T plasmid (Promega, Madison,
Wisconsin), transformed in £ coli DH5a, and selected in ampicillin- and kanamycin-containing LB plates.
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Sequenced constructs (Macrogen, Seoul, South Korea) were amplified with appropriate primers (Ta-
ble S1), and the final product was purified (NZYGelpure; Nzytech), naturally transformed in R. so-
lanacearum strain GMIT000, and plated in kanamycin B rich medium for mutant selection (49).For
complementation, the PpsbA promoter and the corresponding gene were amplified from the pDSK-
GFPuv (LifeScience) plasmid and the R. solanacearum GMI1000 genome, respectively. Then, both
fragments were cloned into the pBT4 vector (Addgene) using Gibson assembly master mix (New Engand
Biolabs, Ipswich, Suffolk, United Kingdom) and the appropriate primers (Table S1). Knockouts were then
electroporated with the constructed plasmid and selected in tetracycline-containing medium plates. To
construct luminescent reporter strains, integration of the JuxCDABE operon under the hrpB promoter was
carried out as previously described (49). Briefly, the reported operon was amplified from the pRCGent-
PhB-lux plasmid using the appropriate primers and electroporated to each strain. Transformants were
selected on gentamicin-containing B rich plates. All knockouts and reported strain verifications were
carried out by PCR amplification and sequencing (Macrogen) with the corresponding primers indicated
in Table S1.

Twitching and swimming assays. Modified CPG plates with 0.3% and 1.6% Difco agar were used on
the day of their preparation for analysis of swimming and twitching motilities, respectively (50). Both
motility tests were carried out by the inoculation of a 2-ul drop of a bacterial suspension into Mill-Q (MQ)
water at an absorbance level of 0.1 (ODy,,) in the middle of the appropriate plate. After inoculation, both
CPG-type plates were incubated at 30°C and 24 h for twitching (until layered edges with multiple
irregular projections were observed in the WT strain) and 72 h for swimming (measuring the bacterial
halo daily). A Zeiss Axiolmager M2 microscope (Carl Zeiss Microscopy, Oberkochen, Germany) was used
to obtain representative images of twitching motility at 40X increases. A ChemiDoc XRS+ system
(Bio-Rad, Hercules, CA) was used to obtain swimming motility images.

Chemotaxis capillary assays. To establish chemotactic effects in R. solanacearum knockouts,
capillary assays were carried out as described previously (51), with some modifications. Briefly, three
V-shaped bent needles (Nipro; Kita-ku, Osaka, Japan) covered with a 24-by-65 mm microscope coverslip
(Menzel-Glasser; VWR, Radnor, PA) were placed on the surface of aseptic 140-mm-diameter petri dishes
(Deltalab; Rubi, Barcelona, Spain) to form the chemotaxis chambers. Sealed and autoclaved 1-ml
capillaries (Microcaps, Drummond Scientific Co., Broomall, PA) (3 cm in length) were filled with chemot-
actic buffer (CB) as a negative control or with CB with 2% Casamino Acids as a chemoattractant (6).
Bacterial suspensions were prepared from overnight cultures in B rich medium with the appropriate
antibiotics, washed twice with MQ water, and adjusted to an OD,,, of 0.1. Chemotaxis chambers were
filled with the corresponding bacterial suspensions and incubated at 30°C during 2 h. Once incubated,
the capillaries were washed twice to remove any external attached cell and then broken off, and the
content was poured into a microcentrifuge tube containing 1 ml of MQ water. Proper dilutions were
plated in rich B medium, and the CFU counts per milliliter obtained under each set of conditions were
normalized between the capillaries treated with 2% Casamino Acids and those left untreated.

Natural transformation assays. Natural transformation efficiencies were determined as previously
described (52). Briefly, 100ng of DNA containing a gentamicin cassette with homologous regions
amplified from pRCG-Pps-GWY (53) was added to each 50-p! volume of the corresponding strains grown
in MM broth supplemented with 2% glycerol. Transformed clones were selected on gentamicin-
containing B rich medium plates and verified by PCR and sequencing (Macrogen) with the corresponding
primers indicated in Table S1. The same cultures were also plated in B rich medium without antibiotic
to obtain the total number of viable bacteria (CFU per milliliter). Transformation frequencies were
calculated as the number of recombinant colonies divided by the total number of CFU per milliliter.

Biofilm quantification. Quantitative analysis of R. solanacearum biofilm formation was carried out
through crystal violet assay by the use of a method adapted from previous work (54). Briefly, CPG
overnight cultures were collected, washed, and adjusted in CPG to an OD,,, of 0.1. Next, 95 ul of CPG
broth and 5 pl of each bacterial suspension were added onto 96-well polystyrene microplates (Greiner,
Kremsmiinster, Austria) and incubated without shaking at 30°C during 24 h. After incubation, biomass
growth in wells was measured at an OD,,,. Subsequently, wells were washed twice with MQ water,
incubated with 100 ul of 0.1% crystal violet stain, and incubated at room temperature for 30 min, Wells
were then washed with MQ water three times, and the stained biofilm immobilized on the wells was
solubilized with 100 ul of 95% ethanol and measured at OD.,,. Measurements were performed using a
multiplate reader (Sunrise, Tecan, Zirich, Switzerland), and results were normalized according to previ-
ously obtained biomass absorbance (OD4,/ODyq0).

Root attachment quantification. Attachment to tomato roots was carried out as previously de-
scribed (55), with slight modifications. One- or 2-week-old plants, grown as described above without
previous acclimation, were collected and washed. Roots were submerged in 1 ml of bacterial culture
(approximately 10° CFU), obtained from a diluted culture at an OD,, of 0.1 (~10® CFU/ml) in MQ water.
Submerged root plants were incubated at 25°C with gentle shaking at 50 rpm during 4 h to promote
bacterium-root contact. After incubation, roots were placed in tubes with 30 ml sterile 0.88% NaCl,
shaken during 1 min at 200 rpm to remove unattached bacteria, and gently dried to remove liquid
excess. Attached bacteria were then collected by immersing 2-cm-long dried roots in tubes with 1 ml
sterile 0.88% NaCl, followed by 1 min of vortex mixing. Appropriated dilutions were plated in B rich
medium.

Bacterial leaf multiplication assays. Bacterial growth in planta was measured as previously de-
scribed (56), with some modifications. A 3-liter inoculum of each bacterial strain was prepared, starting
from a culture maintained at an 0Dy, of 0.1 in MQ water (approximately 10 CFU/ml) to obtain a final
concentration of ~10° CFU/ml. Infections were performed using a vacuum machine, and to reduce the
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surface tension of the water, 150 ul of Silwet L-77 was added to the 3-liter inoculum. Four-week-old
tomato plants were submerged in the respective bacterial inocula, and vacuum was applied during 1 min
to promote bacterial infiltration in leaves. After inoculation, plants were retrieved, dried, and incubated
under standard conditions (27°C, 60% relative humidity, and 16-h light/8-h darkness). At specific dpi, four
5-mm? leaf disks were recovered from the infiltrated plants, collected in tubes containing 200 ul of MQ
water, and subjected to a grinding process. The collected dilutions were plated on B medium to obtain
the final concentration of each strain on leaf surface (expressed as CFU count per square centimeter).

Bacterial virulence experiments. For drenching assays, 4-week-old unwounded plants were soil-
soak inoculated by watering with 40 ml of bacterial culture, at an ODg, of 0.1 (~108 CFU/ml) in MQ
water, per plant (56). Once infected, plants were incubated under standard conditions and wilting signs
were recorded daily on a disease index scale from 0 (no wilt) to 4 (death). At 4, 8, and 12 dpi, bacterial
multiplication in tomato plants was measured by collecting 3 cm of the stem, 0.5 cm above the petiole
of the first true leaf, into tubes containing 300 ul of MQ water. After 30 min of incubation at room
temperature, serial dilutions were plated in corresponding rich B medium to measure viable bacteria.

For petiole inoculation assays, 4-week-old plants were directly infected by inoculation with a 100-ul
drop (approximately 103 CFU) of a sample obtained from a culture at ODy,, of 0.1 (~108 CFU/ml) diluted
in MQ water. Bacterial injections into the stem, above the petiole of the first true leaf, were performed
using a sterile needle, and plants were incubated under standard conditions (56). Disease index scale
values were assigned daily during 9 days, and at 3, 6, and 9 dpi, bacterial multiplication in tomato plants
was measured as previously described by collection of 3 c¢m of the stem, 0.5 cm above the inoculation
point, and plating in corresponding rich B plates.

Luminescence assays. Overnight cultures of all strains carrying PhrpB:lux were inoculated in MM
supplemented with glutamate and gentamicin at absorbance of 0.3 (OD,,,), and culture aliquots were
collected at 0, 4, 6, and 8 h postinoculation to measure luminescence and absorbance (57). Expression
of the hrpB promoter was represented as relative light units (RLU) per second. A FB-12 luminometer
(Berthold Detection Systems, Pforzheim, Germany) and a V-1200 spectrophotometer (VWR, Radnor, PA)
were used for each measurement, respectively.

To evaluate bacterial distribution through plant stem of reporter strains, 4-week-old plants were
infected as previously described in a petiole inoculation assay but with slight modifications. Drops (10 ul)
of cultures of each luminescent strain (approximately 10° CFU) were injected into the plant stem, above
the petiole of the second true leaf. Once infected, plants were incubated under standard conditions and
at 3 and 6 dpi, luminescence in tomato plants stem was measured by collecting 0.5 cm of internodes 2
and 3 into tubes containing 200 pl of MQ water. After 30 min of incubation, luminescence was measured
from different stem cuts.

Statistics, All data were analyzed in a two-tailed, one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
the Tukey test for post hoc multiple-group comparisons. Results were considered statistically significant
when a P value of <0.05 was obtained.

Data accessibility. The data that support the findings of this study are available from the corre-
sponding author upon request.
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Supplementary Table 1. Oligonucleotides used in this work.

Name Sequence (5’ to 3°) Application
LoxPKmFw TGGCGGCCGCATAACTTC Mutant construction
LoxPKmRv AGCTGGATCCATAACTTCGTAT Mutant construction
Sequencing primer for
M13FpUC GTTTTCCCAGTCACGAC PGEMT vector
Sequencing primer for
M13RpUC CAGGAAACAGCTATGAC PGEMT vector
RSc0667RTFw GACGTGCCCATCAACTGGACG RT-PCR assay
RSc0668RTRw  GGAATCGTCGATCACCAGCAC RT-PCR assay
RSc0668RTFw GGCGAGTTCGCTTGCCGGCCG RT-PCR assay
RSc0669RTRv CTTCGGTGGGGGAGTCATCAACCACC RT-PCR assay
RSc0669RTFw  CATCCCGGTGATCATCTGCACCACC RT-PCR assay
RSc0670RTRv CGATGCCTTGGCACGCGCCTC RT-PCR assay
RSc0670RTFw  CTGCTGGCTGATCCGGCATTC RT-PCR assay
RSc0671RTRv CGCCTTCCGCTGCAACTTCC RT-PCR assay
RSc0671RTFw CATCGAGCAGATCCTGCAGATGACGG RT-PCR assay
RSc0672RTRv GGAACAGGACGCGCCGCAGCG RT-PCR assay
RSc0672RTFw ~ CGGACAAGCACCGCCGCTATG RT-PCR assay
RSc0673RTRv CCGCGTCCATCGCTCGCCAAG RT-PCR assay
PilAUpFw CACTGCGCCAGGCGTGACTTG Mutant construction and
verification
PilAUpRv GCTATACGAAGTTATGCGGCCGCCAGAGATGACGCATCGACTTCAT Mutant construction
PilADWFw ATTATACGAAGTTATGGATCCAGCTGCTCCGGCAGAATGCCGCTAA Mutant construction
PilADWRV GGGATGGGCCAGGAACATGTG Mutant construction and
verification
PilAFwNest GTCGTGACGATCTTTGTCCGG Mutant construction
PilARvNest GCTGCAACCGCTCGTCCAGC Mutant construction
PillUpFw GATTTGCCGCGTTCCATCCG Mutant construction and
verification
PillUpRv GCTATACGAAGTTATGCGGCCGCCAGTCGGATGCGGTCGTTGCGCG Mutant construction
PillDWFw ATTATACGAAGTTATGGATCCAGCTCGCGCCGGCACCAGGCGGGAC Mutant construction
PillDWRY CTCGTTCATGTTCTTACCGAG Mutant construction and
verification
PillFwNest CGCAACGCGAGAACATGATG Mutant construction
PillRvNest GCGACGACGCGGCCACTTCAC Mutant construction
ChpAUpFw CCGTGGAAGAACTGCGCGAGCTGG Mutant construction and
verification
ChpAUpRv GCTATACGAAGTTATGCGGCCGCCAGCCGAGGGCGTTGCCGTAG Mutant construction
ChpADwFw ATTATACGAAGTTATGGATCCAGCTGAAGCCGACGAGGTGCTCACC Mutant construction
ChpADWRV CGCTTGACCTGATGGTATTTTCCC Mutant construction and
verification
ChpAFwNest GGTCGGCCGGGTGCAGCAGACCGCC Mutant construction
ChpARvNest GGCCGCCACCGGCACATCTTCGTC Mutant construction
FliCUpFw CAGCTCCGCGTTGTTGCGCAGCC Mutant construction and
verification
FliCUpRv GCTATACGAAGTTATGCGGCCGCCAGACGGCTCCTAAATTTCCCGATG Mutant construction
FliCDWFw ATTATACGAAGTTATGGATCCAGCTTCGGCAAGGCCGCATGACTTCCGG Mutant construction
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FIiCDWRv
FliCFwNest
FIiCRvNest
CheAUpFw
CheAUpRv
CheADWFw
CheADWRvV
CheAUpFw
CheAFwNest
CheARvVNest
PpsbAFw
PpsbARv
PillComFw

PillComRv

TransfRSFw

TransfRSRv

ComplRSFw
CompIRSRv

CTTCGCTCATGTTCTGCGTGCCGG

GGTACACGCTGACCGTCTTGG

GCCAGGGTCGAATCGCCCGAC

GATCGACATGACCAGCGAGGGTTTG

GCTATACGAAGTTATGCGGCCGCCAGTCGGTTGTCCCGGTCGGTTAATG

ATTATACGAAGTTATGGATCCAGCTGCGGACGCCTCGCCTGAACGGAAC

CGAGGGTCTTGCCCAGGCTCGGCGC

GATCGACATGACCAGCGAGGGTTTG

CGTCGACCAGCAGAACCGCCCG

GATGTTCGCCAACGCCAGTG

GTATTGAGCGATATCTAGAGGATCTCAATGAATATTGGTTGACAC

TCTCGCTCATGTTAAACAAAATTATTTCTAGAGGATCG

TTTGTTTAACATGAGCGAGACGCGCACCAACC

CCTGAATGATATCAAGCTTGTCAGGCGCGGCTGCGGCC

GCTCTACGTGTTCGCCGATGCCGAC

CTGTGGGAGGAGCGCAAGCTCGTCTC

GGAGAAGCTCAAGTCCAACATCCAGGAAGTGCGC
CCATGAGCGACATCCCCACGTTTCCGTAC

RESULTADOS

Mutant construction and
verification

Mutant construction

Mutant construction

Mutant construction and
verification

Mutant construction

Mutant construction

Mutant construction and
verification

Mutant construction

Mutant construction

Mutant construction and
verification

Mutant complementation and
verification

Mutant complementation

Mutant complementation

Mutant complementation and
verification

Amplification of
constructions from pRCGent-
PhB-lux and pRCGent-Pps-
GWY vectors

Amplification of
constructions from pRCGent-
PhB-lux and pRCGent-Pps-
GWY vectors

Insertion verifications

Insertion verifications
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS

Figure S1. PCR verification of the constructed mutant strains. (A) Oligonucleotides
used to verify each of the indicated R. solanacearum knockouts. The resulting sizes
of PCR products are shown in base pairs (bp). (B) PCR verifications of the

indicated R. solanacearum strains. Lambda Bstell-digested DNA was used as a

DNA marker (M).
A
: . Wild-type Mutant band
Gene Primer pair used band size (bp) size (bp)
pill PillUpFw - PillDWRv 2,512 3,306
chpA  ChpAUpFw - ChpADWRv 8,086 3,286
pilA PilAUpFw - PilADWRv 2,504 3,388
flic FliCUpFw - FliCDwWRv 2,771 3,268
cheA  CheAUpFw - CheADwWRv 4,151 3,317
B PillUpFw ChpAUpFw PilAUpFw FliCUpFw CheAUpFw

106

8,454 bp —

3,675 bp —

1,929 bp —

1,371 bp —

PillDWRv ChpADwWRv PilADWRv FliCDwWRv CheADwWRv

M WT pill WT chpA WT pilA WT

fliC WT cheA
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Figure S2. R. solanacearum colony phenotypes. The image shows a macroscopic
view of the indicated R. solanacearum strains after 48 h of incubation in rich B

medium plates.
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Figure S3. R. solanacearum growth assaysin vitro. Growth curves of the
indicated R. solanacearum strains, incubated at 28°C with 180 rpm of shaking in
rich B medium broth. Error bars represent standard deviations of the means of

results from at least 3 independent experiments performed with 5 replicates each.

0-01 L] L] L] L] L] T L] L] L]

108



RESULTADOS

Figure S4. Motility assay and biofilm  quantification of the
complemented pill strain. (A) Representative optical microscope images (%100
magnification) from three independent twitching motility assays. (B) Biofilm assay.
The y-axis data represent biofilm absorbance (ODsgo) divided by the biomass
(ODeoo). The error bars represent standard deviations of the means of results from
16 replicates per strain. The asterisk denotes a significant (P < 0.05) difference from
the R. solanacearum WT strain result. The assay was performed three times.

Results of a representative experiment are shown.

A

pill pBT4-pill

2.5+

2.0 ¥

1.5-

ODs30/600

1.0

0.5+

0.0-
WT pill pill
pBT4-pill
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Figure S5. R. solanacearum growth assays in planta. Data represent log CFU per
square centimeter of the indicated strains in leaf for tomato plants over 4 weeks of
age. Error bars represent standard errors of the means. Data shown are
representative of results from at least three independent experiments with 3

replicates each.
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Figure S6. PCR verification of all reporter strains. (A) Oligonucleotides used to
verify each of the indicated R. solanacearum luxCDABE strains. The resulting sizes
of PCR products are shown in base pairs (bp). (B) PCR verifications of the

indicated R. solanacearum strains. Lambda Hindlll-digested DNA was used as

DNA marker (M).
A
. . Wild-type Mutant band
Genes Primer pair used band size (bp) size (bp)
luxCDABE CompIRSFw - CompIRSRv 1,959 9,154
B CompIRSFw - CompIRSRv

WT WT pill pill chpA chpA PilA PilA flic fliC
Lux Lux Lux Lux

M Lux

9,416 bp —

4,361 bp —

2,027 bp —
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Figure S7. Correlation between bacterial growth and luminescence in reporter
strains. Data represent levels of expression of the hrpB promoter of theR.
solanacearum WT reporter strain and derived mutants. The left y-axis data
represent bacterial growth (ODeo), with each strain drawn in discontinuous lines.
The right y-axis data represent luminescence (RLU per second), with each strain
drawn in continuous lines. Error bars represent standard deviations of the means of
results from the four independent samples, and each experiment was performed in

triplicate.
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4. DISCUSION

A. baumanniiy R. solanacearum son dos especies bacterianas que han adquirido
gran relevancia cientifica desde el punto de vista sanitario y agroalimentario debido a

los altos costes derivados de su actuaciéon como patdgenos.

Por un lado, A. baumannii es |la bacteria responsable de diversos cuadros clinicos
graves, mayoritariamente neumonia, que afecta principalmente a pacientes
inmunodeprimidos ingresados en centros sanitarios de todo el mundo (Peleg et al.
2008). En los ultimos afios, este patégeno ha alcanzado una alarmante notoriedad,
debido a que gran parte de las cepas clinicas aisladas son resistentes a la mayoria de
los antimicrobianos de uso clinico. La emergencia sanitaria provocada por el aumento
de cepas multirresistentes, tanto de este patégeno como de otras especies, junto a la
disminucion del arsenal terapéutico efectivo disponible, ha impulsado la investigacion y
el desarrollo de nuevos tratamientos alternativos con nuevas dianas sobre las que actuar
(Tacconelli et al. 2018; Zhen et al. 2019).

Por otro lado, R. solanacearum es el agente causal de la marchitez bacteriana,
una enfermedad caracterizada por la obstruccién de los vasos del xilema y la
consecuente disfuncion vascular, que concluye con la muerte de la planta infectada en
pocos dias (Peeters et al. 2013). Ademas, este microrganismo se encuentra distribuido
practicamente por todo el mundo, pudiendo sobrevivir largos periodos de tiempo en
suelos de cultivo (Elphinstone 2005). Todo ello, junto al amplio rango de hospedadores,
que abarca a mas de 200 especies vegetales, muchas de ellas de importancia para la
industria agroalimentaria (como tomateras, patateras o la planta del tabaco), hacen de
esta bacteria uno de los fitopatdgenos mas problematicos a dia de hoy, siendo esencial

el desarrollo de mecanismos efectivos para su control (Mansfield et al. 2012).

Una caracteristica comun de ambos microorganismos es la capacidad de
moverse mediante diversos sistemas. Por un lado, A. baumannii se desplaza a través
del movimiento asociado a los pili de tipo 1V, twitching, y por el movimiento
independiente de apéndices, surface-associated motility; mientras que R. solanacearum
exhibe los movimientos twitching y el asociado a flagelos, swimming (Meng 2013;
Harding et al. 2018). La motilidad bacteriana juega un papel determinante en la
virulencia de muchos patdégenos de animales y plantas, poniendo de manifiesto la
posibilidad de explotar el vinculo movimiento-virulencia como fuente de nuevas dianas
para futuros tratamientos, evitando asi pérdidas en la produccién de cultivos en todo el
mundo o infecciones hospitalarias causadas por cepas multirresistentes (Josenhans y
Suerbaum 2002; Erhardt 2016).

Por todo ello, el estudio de estos mecanismos de motilidad puede facilitar el
esclarecimiento de las bases moleculares que regulan cada sistema, obteniendo dianas

clave para futuros usos terapéuticos.
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4.1. Evaluacion de la interaccion entre las proteinas RecA y
CheW-like de A. baumannii ATCC 17978 y su efecto en la

motilidad, quimiotaxis y virulencia

El surface-associated motility es un tipo de motilidad caracteristico de diversos
aislados clinicos de A. baumannii, el cual permite su desplazamiento por distintas
superficies de forma independiente al movimiento mediado por los pili de tipo IV
(Harding et al. 2018). Este tipo de motilidad se ha relacionado con la patogenicidad de
la bacteria, observando cdmo un fenotipo de hipermotilidad desencadena un aumento
de la virulencia (Eijkelkamp et al. 2013), mientras que los mutantes deficientes en
surface-associated motility exhiben una virulencia atenuada (Pérez-Varela et al. 2017,
2019). La cepa de A. baumannii ATCC 17978 es la cepa clinica mas estudiada, siendo
modelo de investigacion en la mayoria de trabajos realizados sobre este patdgeno
nosocomial. Ademas, presenta el surface-associated motility como Unico sistema de
desplazamiento (Eijkelkamp et al. 2011b). Recientemente, el surface-associated motility
se ha relacionado con la proteina A1S_2811, un hibrido similar a los componentes del
sistema quimiotactico flagelar a CheA y CheY, cuya inactivacion causa una disminucion
significativa en este tipo de movimiento en esta cepa (Chen et al. 2017a). En estudios
previos realizados por nuestro grupo sobre la especie S. enterica, se determind que la
interaccién entre el componente quimiotactico CheW con la proteina RecA, regulador
positivo del sistema SOS de reparacidon de dafio en el DNA, es imprescindible para el
desarrollo de la motilidad y la respuesta quimiotactica (Mayola etal. 2014).
Especificamente, RecA interactia con CheW para permitir la formacién de los

quimiorreceptores, promoviendo asi la rotacion flagelar (Irazoki et al. 2016a, 2016b).

Al carecer A. baumannii de flagelos y teniendo en cuenta los datos mostrados
sobre la implicacion de la proteina A1S_2811, andloga a CheA/Y, en la motilidad de la
cepa ATCC 17978 (Chen et al. 2017a), en este trabajo se ha querido esclarecer, no solo
la implicacién de RecA y otros componentes analogos al sistema quimiotactico con el
surface-associated motility, sino también si esta funcion viene mediada por la interaccion

entre ambas proteinas.

En trabajos anteriores, se construyé el mutante recA en A. baumannii ATCC
17978, cuya inactivacion supuso una reduccién en la virulencia del patégeno, utilizando
ratones como modelo animal de infeccion (Aranda et al. 2011). En esta Tesis, ademas,
se ha demostrado que la inactivacién de recA produce una disminucion en la capacidad
de A. baumannii de desplazarse mediante surface-associated motility (Fig.1, Articulo 1).
Dada la reciente identificacién del operén A1S 2811-2815 en esta cepa de A. baumannii,
implicado en la regulacién de este tipo de motilidad y posiblemente relacionado con la
quimiotaxis bacteriana (Chen et al. 2017a; Sampedro et al. 2015), se procedié a
inactivar el gen A1S_ 2813, anotado como pill (gen que codifica una proteina analoga a

CheW). Tal y como pudo observarse en el caso del mutante recA, la inactivacion de A1S_
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2813 en la cepa ATCC 17978 abole su motilidad (Fig.1, Articulo 1). Ademas, la
complementacién de ambos mutantes, mediante la transformacion de A. baumannii con
un plasmido estable conteniendo la correspondiente secuencia codificante de los genes
recAy AlS 2813, restablece el fenotipo de motilidad salvaje. Todo ello indica que tanto
RecA como el operdn hipotéticamente implicado en quimiotaxis A1S_2811-2815 estan
involucrados en la motilidad surface-associated motility en la cepa A. baumannii ATCC
17978.

Como ya se ha comentado, tanto el gen A1S 2811 (cheA/Y-like) como el gen
A1S 2813 (cheW-like) pertenecen al mismo operdén. Sin embargo, aunque la
importancia de este operdn en la motilidad surface-associated motility de A. baumannii
ha sido demostrada inequivocamente, su papel en la quimiotaxis bacteriana sigue sin
esclarecerse. Para elucidar su funcidn, se realizd un ensayo de deteccién de respuesta
quimiotactica mediante el uso de metanol como quimioatrayente, previamente descrito
en distintas especies bacterianas entre las que se incluye A. baumannii ATCC 17978
(Tola et al. 2019). Los resultados obtenidos han determinado que, mientras que en la
cepa salvaje puede observarse una respuesta quimiotactica positiva frente al metanol,
mostrada como un aumento en los recuentos bacterianos en presencia de
quimioatrayente; en el caso de los mutantes recA y A1S_2813 no existe tal respuesta
(Fig. 2, Articulo 1). Al igual que con los resultados obtenidos en los ensayos de motilidad,
la complementacion de los dos mutantes restablece el fenotipo de quimiotaxis a niveles

equivalentes de la cepa parental.

La maquinaria molecular que controla la quimiotaxis bacteriana se ha dividido en
tres grupos, en funcidén de los componentes celulares modulados: flagelos, el primer
sistema quimiotactico en ser descrito y el mejor caracterizado (Kato et al. 2008); pili
tipo 1V, sistema caracterizado mediante estudios de homologia con el sistema flagelar
(Sampedro et al. 2015); y un sistema quimiotactico alternativo no asociado con los
apéndices de locomocion ya descritos (Wuichet y Zhulin 2010). En este ultimo grupo se
encuentran la mayoria de los sistemas quimiotacticos de M. xanthus, bacteria del suelo
con un ciclo de vida complejo y que carece de flagelos. No obstante, en este
microorganismo se han descrito hasta ocho sistemas reguladores de quimiotaxis
diferentes, de los cuales solo dos regulan los sistemas de motilidad identificados en M.
xanthus, uno dependiente de pili de tipo IV (twitching o gliding social) y otro
independiente de apéndices (gliding aventurero) (Ward et al. 2000; Mauriello et al.
2010).

De los otros sistemas descritos no asociados a apéndices, tres vias de sefializacién
quimiotactica descritas en M. xanthus parecen regular de distinta manera la formacién
y el desarrollo de cuerpos fructiferos (Bellenger et al. 2002; Kirby y Zusman 2003),
mientras que otro sistema modularia el estrés térmico ambiental y otros dos tendrian
funciones aun desconocidas (Zusman et al. 2007). Sin embargo, en la cepa ATCC 17978

de A. baumannii, hasta la fecha solo se ha identificado un sistema quimiotactico
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independiente de apéndices (el operéon A1S 2811-2815), cuya funcién podria ser la

regulacién del movimiento surface-associated motility (Chen et al. 2017a).

En el estudio de la proteina hibrida CheA/Y en la cepa ATCC 17978 de A.
baumannii no solo se observé una disminucion en la motilidad del mutante, sino también
la reduccidn en la capacidad de formar biofilm, en el nimero de estructuras descritas
como pili de tipo I y la cantidad de sustancias extrapoliméricas secretadas en la
superficie celular (Chen et al. 2017a). En el presente estudio, la visualizacidon de las
distintas cepas mutantes mediante microscopia electrénica de transmision (TEM)
mostrd, de forma similar, una reduccidn drastica tanto en el nimero de estructuras de
pili de tipo I como en la cantidad de componente, presumiblemente exopolisacarido,
secretado (Fig. 3, Articulo 1).

Este hallazgo corrobora estudios anteriores realizados en A. baumannii ATCC
17978, los cuales habian demostrado que la inactivacion de transportadores
pertenecientes a distintas familias de bombas de eflujo reduce drasticamente la
motilidad por surface-associated motility (Pérez-Varela et al. 2019), presumiblemente
debido a la reduccién en la translocacion de moléculas relacionadas con este tipo de
motilidad, como moléculas tensioactivas o de sefializacion por quorum sensing
(Clemmer et al. 2011; Skiebe et al. 2012; McQueary et al. 2012). Esta hipdtesis también
se veria reforzada con el analisis transcriptdmico realizado el mutante cheA/Y, cuya
inactivacién reduce significativamente la expresién génica del operén A1S 0112-0119,
involucrado en la produccion de acinetina 505, lipopéptido que podria actuar como
surfactante durante el desarrollo del surface-associated motility, y una bomba de eflujo
de la familia RND encargada de su extrusién (Rumbo-Feal et al. 2017; Chen et al.
2017a).

Para determinar el impacto de las proteinas A1S_2813 (CheW-like) y RecA en la
patogenicidad de A. baumannii se utilizaron dos modelos animales distintos, basados en
estudios de fertilidad en el nematodo C. elegans y de ensayos de letalidad en larvas del
lepidéptero G. mellonella, validados previamente para este patdgeno (Vallejo et al.
2015; Peleg et al. 2009). Los resultados obtenidos con ambos métodos mostraron una
reduccion significativa de la virulencia producida por los mutantes recAy A1S_2813 (Fig.
4, Articulo 1). En el caso del mutante recA, los resultados obtenidos concuerdan con los
descritos previamente en modelos murinos (Aranda et al. 2011) y, junto con los datos
adquiridos por la inactivacién de la proteina CheW-like, respaldan la clara relacién entre
la motilidad surface-associated motility en A. baumannii ATCC 17978 y la respuesta
patogénica.

Esta relacion coincide con los estudios realizados sobre el mutante de A.
baumannii con el represor transcripcional H-NS inactivado, el cual no solo presenta un
patrén de hipermotilidad, sino también un aumento de su virulencia (Eijkelkamp et al.
2013). Otros resultados descritos son los observados tras la inactivacion de distintos

transportadores de membrana en A. baumannii, indispensables para el desarrollo de
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este tipo de motilidad (Pérez-Varela et al. 2017, 2019). En ambos tipos de mutantes,
las bombas de eflujo estan involucradas en el fenotipo observado, aunque de manera
opuesta. En los mutantes que sufren una reduccidn significativa de su motilidad y
virulencia, la expresion se haya reducida (Pérez-Varela et al. 2017, 2019), mientras que
en el mutante con hipermotilidad la expresion de genes que codifican sefiales de
deteccion de quorum sensing, los pili tipo Iy varias bombas de eflujo, incluidas las del
operén A1S 0112-0119 mencionado anteriormente, aumenta significativamente junto

a la virulencia (Eijkelkamp et al. 2013).

En S. enterica, es necesaria la interaccidn entre las proteinas RecA y CheW para
realizar quimiotaxis y el movimiento swarming (Irazoki et al. 2016a). Para determinar
si el papel de las proteinas RecA y A1S_2813 (CheW-like) de A. baumannii ATCC 17978
en motilidad, quimiotaxis y virulencia viene mediado también por su interaccién, se
realizaron ensayos de co-inmunoprecipitacion, a partir de la sobreexpresion de ambas
proteinas unidas cada una a diferentes colas antigénicas, permitiendo asi su deteccion
mediante anticuerpos especificos. Los resultados obtenidos en este ensayo junto al
analisis de secuencia de ambas proteinas revelaron, por un lado, la interaccion especifica
entre las proteinas RecA y A1S_2813 de A. baumannii y, por otro lado, la estructura
secundaria altamente conservada de esta Ultima con respecto a su ortélogo CheW en S.

enterica (Fig. 5, Articulo 1).

Para profundizar mas en el estudio de la interaccién, se evalué la implicacién de
la region conservada de la proteina A1S_2813, junto con otra regidon no conservada,
para comparar si los datos descritos previamente en S. enterica son equivalentes a los
obtenidos en A. baumannii (Irazoki et al. 2016a). Para ello, se selecciond un aminoacido
de cada una de estas dos regiones, la serina 97 y la isoleucina 121, respectivamente, y
se sustituyeron por otro aminoacido no reactivo. Los nuevos resultados en los ensayos
de co-inmunoprecipitacién, utilizando ambos derivados de la proteina A1S_2813,
revelaron que la mutagenizacion de la regidén conservada, implicada en la interaccion de
RecA con la proteina CheW en S. enterica, también impide la unién entre las proteinas
RecA y A1S_2813 de A. baumannii. Por otro lado, la mutagenizacion de la otra regidn,
descrita en S. enterica como no esencial para la interaccidn proteica, no altera dicha

interaccién (Fig. 6, Articulo 1).

Finalmente, se determind el efecto de los cambios realizados en la proteina
A1S_2813, especialmente la mutacion que abole la interaccién proteica, en la motilidad,
quimiotaxis y virulencia. Para ello, se complementé al mutante A1S 2813 con un
pldasmido codificante de cada una de las dos proteinas mutantes y se realizaron los
ensayos pertinentes. Estos ensayos corroboraron que la regién mutada que abole la
interaccién entre las dos proteinas, la serina 97, también es determinante para la
motilidad surface-associated motility, la respuesta quimiotactica y la virulencia de A.
baumannii ATCC 17978. Por el contrario, la otra region mutagenizada no tuvo efecto en

ninguno de los fenotipos caracterizados (Figs. 7 y 8, Articulo 1). Dado que A. baumannii
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carece de flagelos y los mutantes sin pili de tipo IV funcional ain pueden realizar un
desplazamiento por surface-associated motility (Harding et al. 2013), se puede afirmar
que la interaccidn entre las proteinas RecA y CheW-like (A1S_2813) regula este tipo de
movimiento independiente de apéndices, del mismo modo que los sistemas

quimiotacticos no candnicos descritos en M. xanthus (Zusman et al. 2007).

4.2. Identificacion del operdon pil-chp en R. solanacearum

involucrado en la motilidad twitching

En R. solanacearum, fitopatdgeno causante de la marchitez bacteriana en una
gran variedad de especies vegetales de interés para la industria agroalimentaria, se ha
demostrado que la motilidad mediada tanto por flagelo (swimming) como por pili de tipo
IV (twitching) es esencial para el ciclo de vida de la bacteria y para el desarrollo de la
enfermedad que provoca en las plantas infectadas (Peeters et al. 2013). Sin embargo,
a pesar de que ambos sistemas de desplazamiento han sido descritos con cierto detalle
en esta bacteria, los mecanismos moleculares que los regulan no han sido esclarecidos
del mismo modo (Genin y Denny 2012). Por todo ello, en este bloque se ha determinado
la implicacion de componentes hipotéticamente asociados con la regulacion de la
motilidad twitching en R. solanacearum, concretamente los referentes a la respuesta

quimiotactica asociada a pili de tipo IV.

El andlisis realizado sobre el genoma de R. solanacearum GMI1000 reveld la
presencia de componentes analogos al sistema quimiotactico flagelar, CheW y CheA,
identificados como pill (CheW-like) y chpA (CheA-like), respectivamente. Ademas, este
analisis de ortélogos puso de manifiesto que ambos genes se ubicaban en un hipotético
operon que fue posteriormente confirmado mediante técnicas de transcripcion inversa,
y que comprende cinco genes homdlogos a los que componen el sistema quimiotactico
asociado a pili de tipo IV de P. aeruginosa: RSc0668 (pilG), RSc0669 (pilH), RSc0670
(pill), RSc0671 (pill) y RSc0672 (chpA) (Fig. 1, Articulo 2).

Este operédn muestra una significativa similitud con regiones asociadas a la
regulacién del movimiento twitching en el cluster descrito en P. aeruginosa, exceptuando
los genes chpB (cheB-like) y chpC (cheW-like), los cuales no fueron identificados en R.
solanacearum (Darzins 1994; Whitchurch et al. 2004). Otras especies bacterianas como
Lysobacter enzymogenes presentan un cluster similar al identificado en R.
solanacearum, asi como en el operon pil-chp de X. fastidiosa (Zhou et al. 2015; Cursino
etal. 2011).

Para establecer el papel de pill y chpA en la motilidad twitching de R.
solanacearum, se construyeron mutantes deficientes en estos genes, mediante el
reemplazamiento de sus respectivas secuencias codificantes por las de un casete que

confiere resistencia a kanamicina. También se inactivaron los genes pilA, fliC y cheA
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para utilizar las cepas resultantes como controles en distintos ensayos: el mutante pilA,
deficiente en motilidad twitching (Kang et al. 2002); el mutante fliC, incapaz de
desplazarse mediante swimming (Tans-Kersten et al. 2001); y el mutante cheA, incapaz
de realizar una respuesta quimiotactica (Yao y Allen 2006). Ademas, se determind que
ninguno de los mutantes construidos presentaba alteraciones fisioldgicas que pudieran
afectar a los posteriores ensayos a realizar, como cambios macroscopicos en la
morfologia colonial, en la produccién de EPS o en la tasa de crecimiento in vitro (Fig. S2
y S3, Articulo 2).

Los ensayos realizados para poder visualizar el movimiento twitching revelaron
que las proteinas hipotéticamente asociadas a la regulacidén del pili de tipo IV, Pill y
ChpA, estan implicadas en este tipo de motilidad (Fig. 2, Articulo 2). Estos ensayos
mostraron que el mutante fliC exhibe una motilidad twitching equivalente a la observada
en la cepa salvaje, un fenotipo caracterizado por bordes coloniales irregulares con
multiples proyecciones facilmente observables bajo microscopia éptica, mientras que el
mutante chpA presenta una disminucion en su capacidad de realizar desplazamiento
mediante twitching, descrito como una disminucién en el nimero y longitud de las
proyecciones presentes en los margenes de la colonia. Por otro lado, el mutante pill
sufre una abolicién total de este movimiento, sin presentar proyecciones y con los
margenes coloniales lisos, de forma similar al fenotipo descrito y observado en la cepa
control pilA.

Esta disminucion en la capacidad de realizar twitching por parte del mutante
chpA (cheA-like) de R. solanacearum ha sido descrita en otras especies bacterianas
como en P. aeruginosa y X. fastidiosa (Leech y Mattick 2006; Cursino et al. 2011); como
ocurre con el fenotipo twitching abolido en el mutante pill (cheW-like) en P. aeruginosa
(Fulcher et al. 2010). Sin embargo, este efecto no es similar en todas las especies en
las que se han identificado componentes del hipotético sistema quimiotactico asociado
a pili de tipo IV. Por ejemplo, en L. enzymogenes, el mutante pill sigue realizando un
desplazamiento twitching normal (Zhou et al. 2017), hecho que indicaria diferencias
estructurales en cuanto a los mecanismos reguladores del pili de tipo IV, dependiendo
de la especie bacteriana.

Dado que varios estudios anteriores han reportado como la inactivacion de genes
especificos asociados a un tipo concreto de apéndice (flagelo o pili de tipo IV) puede
afectar a la capacidad de desarrollar el otro tipo de movimiento (Bahar et al. 2011,
2009; Kilmury y Burrows 2018; Taguchi y Ichinose 2011), en este trabajo también se
analizé el movimiento swimming de todos los mutantes construidos de R. solanacearum
(Fig. 2, Articulo 2). Los resultados obtenidos mostraron que los mutantes pill y chpA
exhiben un halo de crecimiento swimming similar al de la cepa salvaje, mientras que la
cepa control fliC presenta una completa abolicidon de su motilidad dependiente de flagelo.
Sorprendentemente, el mutante pilA, cepa deficiente de pili de tipo IV e incapaz de
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desplazarse por twitching, exhibe un incremento del halo de swimming en comparacion

con la cepa parental.

Para determinar si estos patrones de motilidad afectan a la quimiotaxis
bacteriana, se realizaron los ensayos pertinentes, utilizando casaminoacidos como
quimioatrayente para R. solanacearum y como cepa control al mutante cheA (Yao y Allen
2006) (Fig. 3, Articulo 2). Los resultados mostraron que, exceptuando la cepa control
cheA, todos los mutantes construidos exhiben una respuesta de atraccidon frente al
quimioatrayente similar a la obtenida en la cepa parental. El patrén de hipermotilidad
swimming, observado en el mutante pilA, también ha sido descrito en otros mutantes
de R. solanacearum; como por ejemplo en cepas carentes del regulador global PhcA
(Brumbley y Denny 1990) o de MotN, presentando este Ultimo un fenotipo de respuesta

quimiotactica no alterado (Meng et al. 2011).

El efecto cruzado entre los desplazamientos dependientes de apéndices, flagelo
y pili de tipo 1V, probablemente se ha subestimado, ya que son pocos los estudios en
los que se han llevado a cabo ensayos simulténeos de swimming y twitching sobre un
mismo mutante. De los pocos estudios en los que se ha descrito la conexidn entre ambos
movimientos se encuentra el sistema PilS-PilR de P. aeruginosa, que regula la expresion
de pili de tipo IV y cuya inactivacion también causa una reduccion en la motilidad
swimming (Kilmury y Burrows 2018). Otro ejemplo es el descrito en P. syringae, donde
la inactivacién de los genes que codifican la pilina mayor PilA, la secretina PilO o las
pilinas menores FimU y FimT, no solo produce una disminucion en la capacidad de estos
mutantes a desplazarse mediante twitching, sino que también provoca la abolicién o

disminucion parcial de la motilidad swimming (Taguchi y Ichinose 2011).

Por consiguiente, las proteinas Pill y ChpA, analogas a CheW y CheA,
respectivamente, y codificadas en un operéon hipotéticamente asociado al sistema
quimiotactico regulador de pili de tipo IV, estarian implicadas en el desplazamiento
twitching. Por otro lado, remarcar que la inactivacion de pilA, subunidad principal
formadora del pili de tipo IV, no solo afecta a la motilidad asociada a este apéndice, sino
que también parece tener un efecto contrario en la motilidad dependiente de flagelo
swimming, presentando un fenotipo de hipermotilidad sin efecto en la respuesta

quimotactica.

4.3. Caracterizacion de los mutantes deficientes en
motilidad y su efecto en la patogénesis de R. solanacearum

El papel de los pili de tipo IV en la motilidad twitching y su implicacién en la
patogénesis ha sido reportado en muchas especies bacterianas (Josenhans y Suerbaum

2002). Ademas de mediar en la motilidad, los pili de tipo IV también participan en otros

procesos esenciales en la virulencia bacteriana, como es la adhesion a superficies
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bidticas o abidticas, la formacion de biofilms y la captacién de DNA exdgeno, permitiendo
al patdgeno colonizar a su hospedador, resistir condiciones ambientales adversas y
adquirir nuevos determinantes de virulencia mediante transferencia horizontal (Craig et
al. 2004; Burrows 2012). Como se ha demostrado en estudios anteriores, la proteina
PilA en R. solanacearum es esencial para la captacion de DNA exdgeno mediante
transformacion natural y para el desarrollo normal del biofilm (Kang et al. 2002). Bajo
esta premisa, se realizaron ensayos para determinar la frecuencia de transformacion
natural y de cuantificacién del biofilm en los mutantes pill, chpA y fliC, utilizando el
mutante pilA como cepa control.

Los resultados demostraron que tanto Pill como ChpA contribuyen a la
competencia natural (Tabla 1, Articulo 3), presumiblemente a través de una regulacién
adecuada del pili de tipo IV, mientras que la proteina FliC no parece estar implicada en
la captacion de DNA exdgeno. Con respecto a la formacidn de biofilm, los ensayos
realizados mostraron que Pill y ChpA también desempefian un papel esencial en este
proceso, sin embargo, las mutaciones realizadas producen efectos contrarios (Fig. 4,
Articulo 2). Mientras el mutante chpA exhibe una notoria disminucion en su capacidad
de formar biofilm, comparable al efecto producido por la inactivacion de pilA, en el

mutante pill se observd un aumento significativo en la capacidad de formar biofilm.

Este fenotipo de movimiento twitching abolido junto al aumento significativo del
biofilm formado también ha sido observado en mutantes pilT, siendo el producto de este
gen el responsable de la retraccidn de los pili en distintas especies bacterianas (Chlebek
et al. 2019). Estos resultados sugieren que los mecanismos reguladores del movimiento
twtiching y el desarrollo del biofilm no son del todo compartidos, pudiéndose obtener
fenotipos de ambos procesos afectados de distinta manera. Por ejemplo, en especies del
género Xanthomonas, la inactivacion de pilA y pilQ desencadena una disminucion en la
motilidad twitching, sin embargo, la disminucién del biofilm solo es significativa en el
mutante pilQ (Das et al. 2009; Ryan et al. 2007). Por otro lado, en el mutante fliR de
Acidovorax citrulli, cuyos desplazamientos twitching y swimming estan inhibidos, no

parece tener ningun efecto en la formacién de biofilm (Bahar et al. 2009).

Asi mismo, los resultados en la cuantificacion del biofilm en el mutante fliC
mostraron una reduccién significativa similar a la del mutante pilA. Esto indica que los
flagelos también contribuyen a este proceso en R. solanacearum GMI1000, tal como se
habia observado previamente en otras especies como P. aeruginosa (Belas 2014;
O'Toole y Kolter 1998). Por el contrario, la inactivacion de fliC y de otros genes
implicados en la aerotaxis en la cepa K60 de R. solanacearum produce un aumento en
el desarrollo del biofilm (Yao y Allen 2007), hecho que indica funciones especificas del
pili de tipo IV dependiendo de la cepa.

Ademas del desplazamiento twitching y de la formacion del biofilm, estudios
previos han demostrado la implicaciéon de los apéndices, tanto pili de tipo IV como

flagelos, en la adhesion de varias especies bacterianas a raices de plantas, siendo
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esenciales durante la primera etapa de contacto bacteria-planta (Wheatley y Poole
2018). Bajo esta premisa, en el presente trabajo se determind si los mutantes
construidos tienen afectado su capacidad de unién y adhesion a la superficie de raices
de tomatera. Los resultados de este ensayo mostraron que todos los mutantes
relacionados con los pili de tipo IV (pill, chpA y pilA) presentaron una union a raices

significativamente menor que la obtenida con la cepa parental (Fig. 4, Articulo 2).

Por otro lado, en el mutante fliC también se observd una disminucién en su
capacidad de adhesion a raices, lo que denota que tanto los pili de tipo IV como los
flagelos promueven la adhesion entre las células de R. solanacearum vy las raices de
tomate, tal y como ha sido demostrado en otros patdgenos bacterianos de especies
vegetales (Haiko y Westerlund-Wikstrom 2013; Rossi et al. 2016; Zheng et al. 2015).
Sin embargo, la implicacion del flagelo en la unién a raices depende de la especie
bacteriana tal y como se ha visto en algunos fitopatdgenos. Por ejemplo, mientras que
en especies como Azospirillum brasilense, los mutantes deficientes en flagelos son
incapaces de unirse a raices de trigo, en especies del género Xanthomonas no se observa
esta deficiencia (Mhedbi-Hajri et al. 2011; Croes et al. 1993).

En R. solanacearum, al igual que en otras especies bacterianas, la relacion ente
los movimientos twitching y swimming con la capacidad patogénica de este
microorganismo ha sido demostrada (Liu et al. 2001; Tans-Kersten et al. 2007; Siri
et al. 2014; Addy et al. 2012; Ray et al. 2015). Este vinculo ha podido observarse en
mutantes deficientes de componentes del flagelo, como FIiC y FliM (Tans-Kersten et al.
2001), en mutantes deficientes de componentes del pili de tipo IV, como PilA y PilQ
(Kang et al. 2002; Narulita et al. 2016), y también en proteinas implicadas en la
regulacién del movimiento swimming, como CheA y CheW (Yao y Allen 2006).

Para determinar el efecto de Pill y ChpA en la patogenicidad de R. solanacearum,
junto a PilA y FliC, se utilizaron plantas de tomate como modelo de infecciéon, mediante
tres métodos de inoculacién para determinar el papel de estas proteinas en distintas
fases del proceso infeccioso. El primer ensayo, realizado sobre hojas de tomatera, puso
de manifiesto que los mutantes analizados no sufren disminucidn alguna en su tasa de
crecimiento (Fig. S5, Articulo 2). Este hecho puso de relieve que cualquier alteraciéon en
su capacidad patogénica que pudiera observarse en los siguientes ensayos no era
atribuible a una alteracién en su capacidad de proliferacién a causa de las mutaciones
introducidas. El segundo método consistié en la inoculacion, mediante el riego, de la
cepa de estudio sobre el suelo donde se encuentra creciendo la especie vegetal,
permitiendo asi determinar si las mutaciones provocadas en una cepa afectan su
virulencia en etapas tempranas de la infeccidn, como la adhesién y colonizacién de las
raices de la planta. El tercer método fue la inoculacién directa de la cepa de estudio en
el xilema de la planta, permitiendo determinar si un mutante sufre alteraciones en la
virulencia que afecten etapas mas tardias de infeccién, como puede ser la colonizacién

de distintos tejidos vegetales o la secrecidn de componentes efectores.
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Tras la realizacion de estos ensayos, los resultados obtenidos, mediante el
método de riego, mostraron que los cuatro mutantes analizados (pill, chpA, pilA y fliC)
presentan una notable reduccidon en su capacidad de desarrollar las caracteristicas
propias de la marchitez bacteriana en plantas, en comparacién con la cepa salvaje, en
cuatro grados de significancia diferente (Fig. 5, Articulo 2). El mutante pilA es el que
sufre una mayor atenuacion en su virulencia, seguido de los mutantes pill y chpA, ambos
con un fenotipo intermedio, y por ultimo el mutante fliC, con una disminucién

significativa mas tenue.

Por otro lado, cuando las plantas de tomate son infectadas mediante el método
de inoculacién directa, solo el mutante pilA muestra diferencias significativas en la
atenuacion de su patogenia (Fig. 6, Articulo 2), tal y como se habia descrito
anteriormente (Kang et al. 2002). Conjuntamente, los recuentos bacterianos, medidos
a lo largo del tiempo en los tallos de las plantas infectadas en ambos ensayos, fueron
similares a los alcanzados por la cepa parental en todos los mutantes, exceptuando al
mutante pilA, que presenta una reduccién significativa en la colonizacién de las plantas
(Fig. 5y 6, Articulo 2).

Esta peculiaridad exhibida por el mutante pilA también fue observada en los
ensayos de inoculacion directa, en las que se utilizaron cepas mutantes marcadas con
el operdn luxCDABE bajo el control del promotor hrpB insertado en su genoma. Los
resultados de este ensayo permitieron determinar la capacidad de propagacion de los
distintos mutantes a por los diferentes estratos de la planta infectada, pudiendo
corroborar que solo el mutante pilA presentaba limitada dicha capacidad (Fig 7, Articulo
2). La inactivacién de componentes estructurales o reguladores del pili de tipo IV y la
posterior atenuacion de la virulencia también ha sido descrito en otras bacterias
fitopatégenas, como P. syringae (Taguchi y Ichinose 2011), Xanthomonas spp.
(McCarthy et al. 2008; Das et al. 2009), A. citrulli (Bahar et al. 2009) y X. fastidiosa
(Shi y Lin 2016; Cursino et al. 2011).

Globalmente, todos estos datos indicaran que los pili de tipo IV estan implicados
en un conjunto de procesos que, en comparacidn con el ejercido por los flagelos, son
mas importantes para la virulencia de R. solanacearum. En el caso de FIliC, estos
resultados obtenidos demuestran por primera vez la implicacion de los flagelos de R.

solanacearum en la adhesién a raices y en la capacidad de formar biofilms.

Por otro lado, los datos obtenidos demuestran que Pill y ChpA, proteinas
homdlogas a componentes del sistema quimiotactico asociado a pili de tipo IV en P.
aeruginosa, son esenciales no solo para el desplazamiento twitching, sino también para
la patogénesis de R. solanacearum al inicio de su etapa infectiva, asi como para otros
procesos relacionados con la virulencia bacteriana, como la capacidad de transformar

DNA exdgeno y de formar biofilm.
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Por ultimo, aunque todos los mutantes relacionados con los pili de tipo IV
exhiben una atenuaciéon en los fenotipos de motilidad twitching, eficiencia de
transformacion, formacion de biofilm, adhesion a raices y virulencia, los patrones
atenuados mostrados por los mutantes pill y chpA son en general mas leves que los
observados en el mutante pilA. Esto puede explicarse por el hecho de que, mientras PilA
es la subunidad mayor de pilina, estructuralmente esencial para la biosintesis del pili de
tipo IV, Pill y ChpA son proteinas reguladoras de este apéndice, por lo que su ausencia

no supondria un efecto tan adverso como el de PilA.
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5. CONCLUSIONES

1. En A. baumannii la inactivacion de los genes que codifican las proteinas RecA y
A1S_2813 (CheW-like) provoca la disminucion del surface associated-motility, asi

como de la respuesta quimiotactica y de la virulencia.

2. La interaccion de las proteinas RecA y A1S_2813 (CheW-like) de A. baumannii, a
través del dominio proteico de CheW-like que contiene el residuo aminoacidico lisina
97, esta involucrada en el surface-associated motility, la respuesta quimiotactica y

la virulencia.

3. R. solanacearum presenta un operdn homodlogo al cluster IV de P. aeruginosa
asociado a la regulacion de pili de tipo IV cuyos genes estan implicados en el

twitching y en la respuesta quimiotactica.

4. El operdn asociado a pili de tipo IV en R. solanacearum incluye los genes pill y chpA,
que participan en la motilidad twitching, la transformacion natural, la formacion de
biofilm, la adhesidn a raices de tomatera y la patogénesis durante las primeras fases

de la infeccion.
5. En R. solanacearum, la subunidad de pilina (PilA) esta involucrada en la motilidad

swimming, mientras que la subunidad de flagelina (FIiC) participa en los procesos

de formacion del biofilm y en la adhesidn a raices de tomatera.
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ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is a multidrug-resistant pathogen of increasing clinical
importance worldwide. Moatile strains of this bacterium are able to move via one or
both of two types of motility: (i) twitching, driven by type IV pili, and (ii) surface-
associated motility, an appendage-independent form of movement. A. baumannii
strain MAROO2 possesses both twitching and surface-associated motility. In this
study, we isolated spontaneous rifampin-resistant mutants of strain MAROQO2 in
which point mutations in the rpoB gene were identified that resulted in an altered
motility pattern. Transcriptomic analysis of mutants lacking twitching motility,
surface-associated motility, or both led to the selection of deregulated genes within

each motility phenotype, based on their level of expression and their biological
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function. Construction of the corresponding knockout mutants revealed several
genes involved in the motility of A. baumannii strain MAR002: two of them
involved in twitching (encoding a minor pilin subunit and an RND (Resistance
Nodulation Division) component), one in surface-associated motility (encoding an
amino acid permease) and eight in both (encoding RND and ABC components, the
energy transducer TonB, the porin OprD, the T6SS component TagF, a
transcriptional regulator, a sugar dehydrogenase and a putative pectate lyase).
Virulence assays showed a reduced pathogenicity in mutants with impairments in
both types of motility or only in surface-associated motility. By contrast, the
virulence of twitching-affected mutants was similar to that of the wild-type strain.
These results shed light on the key role of surface-associated motility and the

limited role of twitching motility in the pathogenicity of A. baumannii.

Keywords: A. baumannii, twitching, surface-associated motility, virulence

INTRODUCTION

Acinetobacter baumannii is a gram-negative bacterium that causes nosocomial
infections in hospitals worldwide, mainly ventilator-associated and bloodstream
infections in critically ill patientst. The pathogenic success of this bacterium can be
attributed to its capacity to survive in health-care environments, its potential to
acquire and develop antimicrobial resistance and to its virulence factors?. Due to
the increasing clinical importance of multidrug-resistant bacteria, the World Health
Organization created a priority list of antibiotic-resistant bacterial species,
including A. baumannii, to encourage research into effective drugs and the

development of novel therapeutic strategies®.
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While the name Acinetobacter comes from the Greek word “akineto,” translated as
“non-motile,” many strains of A. baumannii are in fact motile, through two different
mechanisms: twitching motility and surface-associated motility. Twitching motility
is a coordinated multicellular movement driven by the extension, attachment, and
retraction of type IV pili*®°. It is associated with surface attachment and biofilm
formation in a process that includes pilA, pilD and pilT #® and the GacS/GacA two-
component regulatory system’. Surface-associated motility is an appendage-
independent form of movement characteristic of some A. baumannii clinical
isolates and probably driven by the extrusion of extrapolymeric substances®®. This
type of motility is associated with the synthesis of 1,3-diaminopropane®, lipo-
oligosaccharide production®, and proteins from at least five of the six known efflux
pump superfamilies'®. Its regulation includes quorum sensing!!, cyclic
diguanylate?, blue-light sensing*3, CheW and CheA chemotactic analogs***®, and
the EnvZ/OmpR two-component system*®. The capacity to move through twitching
or surface-associated motility depends on the A. baumannii strain. Thus, strain
ATCC 17978 exhibits only surface-associated motility, strain AYE only twitching,
strain MARO0O?2 is capable of both, and other strains, such as ATCC 19606, are non-

motilel”18,

In many different bacterial species, virulence is closely related to motility, as is the
case for A. baumannii®*®. This association suggests that bacterial motility can be
exploited as a specific therapeutic antibacterial target, with the aim of either cure or

disease prevention?°. Although twitching motility has not been linked directly to
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virulence?, a key role for surface-associated motility in the virulence of A.

baumannii has been demonstrated in several reports®10.15:2122,

Point mutations in the bacterial rpoB gene, encoding the B-subunit of the RNA
polymerase, confer rifampin resistance and cause substantial changes in the
transcriptional profile of bacterial cells, by affecting the enzyme’s affinity for
several promoters?3-2°, In a previous study conducted in A. baumannii strain ATCC
17978, which possesses only surface-associated motility, we showed that some
point mutations in its rpoB gene also impair both motility and virulence??. A
transcriptional analysis of these spontaneous rifampin-resistant mutants led to the
identification of six genes encoding proteins homologous to the transporters and

metabolic enzymes involved in the surface-associated motility of A. baumannii®?.

In the present work, spontaneous rifampin-resistant mutants of A. baumannii strain
MARO002, characterized by both twitching and surface-associated motility, were
isolated. Three different motility-related phenotypes were identified among the
mutants: (i) twitching deficient, (ii) surface-associated motility deficient and (iii)
lacking both movement phenotypes. A transcriptional analysis of these mutants
allowed us to identify genes involved in each or both types of motility. Experiments
with the respective knockout mutants revealed the involvement of these genes in

virulence as well.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains, plasmids and growth conditions. The bacterial strains and

plasmids used in this study are listed in Table 1. A. baumannii strain MARO002 and
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Escherichia coli strain DH50 were grown at 37°C in Luria-Bertani (LB) medium?
with shaking at 180 rpm. The pCR-Bluntll-TOPO (Invitrogen, catalog number
451245) and pPBAV1Gm-T5-gfp plasmids were used for mutant construction and
complementation, respectively (Table 1). When needed, rifampin (50 mg/L),
kanamycin (50 mg/L), or gentamicin (20 mg/L for E. coli and 40 mg/L for A.
baumannii) was added to the growth medium. A. baumannii growth was monitored
using bacterial cultures in LB broth inoculated with an overnight culture at a
dilution of 1:100 and then incubated at 37°C with shaking at 180 rpm. The optical
density at 600 nm (ODeoo) of the cultures was measured hourly. To obtain rifampin-
resistant (Rif") mutants, saturated cultures of wild-type (WT) A. baumannii strain
MAROO2 were plated on rifampin-containing LB plates and incubated at 37°C for

24 h.

Motility assays. The assays were conducted on fresh-agarose plates (0.5%
tryptone, 0.25% NaCl, and 0.3% low agarose; Nzytech), prepared on the day of the
experiment and using bacterial cultures at the early stationary phase. A Kolle loop
was used to inoculate the plates, gently swirling the medium until the plastic surface
of the plate was covered, with bacterial growth taking place at the agarose-plastic
interface. The inoculated plates were incubated at 30°C for 16-24 h. Twitching
movement was observed at the agarose-plastic interface as a faint bacterial growth
halo, and surface-associated motility on the plate surface as a densely branched
bacterial halo with irregular edges. All assays were carried out at least three times
in independent experiments, each set up in triplicate, and representative images

were obtained using a ChemiDoc™ XRS+ system (Bio-Rad).
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Galleria mellonella killing assays. The virulence of A. baumannii strains was
determined using the G. mellonella (wax worm) model, as described previously?.
Briefly, ten caterpillars were inoculated via the hemocoel with 10 pl of the
corresponding A. baumannii strain (~10° CFU). The inoculants were prepared from
exponentially growing cultures (ODgoo = 0.5) corresponding to ~108 CFU/ml and
previously diluted in phosphate-buffered saline (PBS). The concentration of each
inoculum was confirmed by colony counts on LB plates. As a negative control, the
same number of caterpillars was inoculated with 10 ul of PBS. The control and
treated caterpillars were incubated at 37°C in the dark and their survival was
checked every 12 h for a total of 96 h. All G. mellonella killing experiments were

performed at least three times.

RNA extraction. A High Pure RNA isolation kit (Roche) was used to isolate RNA
from cultures of A. baumannii strain MAR0O02 and the corresponding Rif mutants,
according to the manufacturer's instructions. Prior to RNA extractions, bacteria
growing in LB medium until the mid-exponential growth phase (ODsoo = 0.4) were
pelleted and then treated with lysozyme (50 mg/mL,; resuspended in Tris-EDTA
(TE) buffer) for 10 min at 37°C. To remove DNA contaminants, all RNA samples
were incubated with DNase Turbo (Ambion). The removal of DNA was confirmed

in PCR mixtures using RNA samples.

RNA-seq. Transcriptomic analysis of A. baumannii strain MAR002 WT and the
Rif mutants was performed by Allgenetics (A Corufia, Spain). Briefly, each strain
was grown in LB until an ODeoo 0of 0.4-0.6, pelleted, and then stored at —80°C until

used in RNA-seq. RNA was extracted as described above and quality-checked in a
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2100 Bioanalyzer (Agilent). To prepare each library, the ribosomal RNA was
removed using the Ribo-Zero Plus rRNA depletion kit (Illumina). The RNA was
then processed using the TruSeq Stranded mRNA library prep kit (Illumina), with
the fragment size distribution checked using the High Sensitivity DNA Kit
(Agilent). The libraries were quantified using the Qubit dsSDNA HS assay kit
(Thermo Fisher Scientific) and pooled in equimolar amounts according to the Qubit

results. The resulting pool was sequenced in a HiSeq 4000 PE100 lane (lllumina).

After RNA-seq, the quality of the raw sequencing data was checked, and the
trimmed and preprocessed reads were mapped to the A. baumannii MAR002
reference genome (NZ_JRHB01000001.1 and NZ_JRHB01000002.1) using STAR
2.6.0a%8, Read counts were quantified, normalized, and filtered following the
trimmed mean of M-values method?®. Differential gene expression between A.
baumannii MARO002 WT and the corresponding Rif" mutants was analyzed using
the Bioconductor packages NOISeq and NOISeqBIO. The expression of a gene was
considered to be induced or repressed when the fold change of the Rif' mutants
compared to the parental strain was > 2 or < —2, respectively, and the P value of the
difference compared to the control was < 0.05. A Venn diagram was constructed

using the BxToolBox program available at bioinforx.com.

Gene expression. To corroborate the transcriptomic data, gene expression was
determined by RT-gqPCR as previously described®’. RT-gPCR was conducted using
Lightcycler RNA Master SYBR green | (Roche) and a Lightcycler 480 instrument
(LC480; Roche) according to the manufacturer’s instructions. The oligonucleotides

listed in Table S1 were used to validate the expression of the selected genes
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identified by RNA-seq. The relative mRNA concentrations of the genes of interest
were determined according to a standard curve generated by amplifying an internal
fragment of the gyrB gene that was not induced under the tested growth conditions.
The expression factor was calculated as the ratio of the mRNA concentration of the

target gene as expressed by the WT versus by the studied mutant strain.

A. baumannii knockout construction and complementation. Gene inactivation
was carried out as previously described®. Briefly, an internal fragment of the target
gene from A. baumannii strain MAR002 WT strain was PCR-amplified using the
appropriate primers (Table S1). The resulting fragment was cloned into the pCR-
Bluntll-TOPO plasmid (Invitrogen), introduced in E. coli DH5a by electroporation,
and selected on kanamycin-containing LB plates. The purified plasmid was then
introduced into WT A. baumannii by electroporation and the resulting
transformants were selected on kanamycin-containing plates. Recombinant clones
were confirmed by sequencing (Macrogen) of the PCR products using the
appropriate primers. The stability of the A. baumannii knockouts was determined
in ten passages without selective pressure, with colony resuspension carried out
every 24 h, followed by colony counting on LB plates with and without kanamycin

at the last passage.

For mutant complementation, the target gene was cloned into the pPBAV1Gm-T5-
ofp plasmid using the appropriate primers (Table S1), which included Xbal
restriction sequences. The pBAV1Gm-T5-gfp derivative plasmid was generated
from the pBAV1K-T5-gfp vector (a gift from Ichiro Matsumura; Addgene plasmid

26702), in which the kanamycin sequence is substituted by the gentamicin cassette
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from the pVRL1 plasmid®. The recombinant plasmid was introduced by
electroporation, firstly into E. coli strain DH5a and then, once the correct construct
had been verified by PCR and sequencing (Macrogen), into the corresponding A.
baumannii knockout. The complemented mutants were selected on kanamycin- and

gentamicin-containing plates.

Statistical analysis. Survival curves obtained in the G. mellonella killing assays
were plotted using the Kaplan-Meier method and differences in survival were
calculated using the log-rank test. Statistical significance was defined as a P value

< 0.05.

RESULTS

Twitching and surface-associated motility profiles of Rif" mutants of A.
baumannii strain MAROO2 and the effects on virulence

As noted above, mutations in the rpoB gene of A. baumannii ATCC 17978 change
the promoter affinity of the bacterium’s RNA polymerase, which in turn affects
several phenotypic properties including motility??. To analyze whether mutations
in the rpoB gene of A. baumannii MARQO02, a strain able to move through twitching
and surface-associated motility, affect both motility systems, saturated cultures of
this strain were plated in the presence of rifampin. Several spontaneous A.
baumannii MAR002 Rif" mutants were isolated and their motility patterns were

evaluated.

Four different movement phenotypes were identified in the mutants: (i) impaired

twitching motility (T°S%), (ii) impaired surface-associated motility (T*S"), (iii)
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impairments in both movement types (T"S") and (iv) a WT motility pattern. A
representative from each phenotype was selected for further analysis and its rpoB
gene was sequenced (Fig. 1A). To confirm that the motility impairments were due
to point mutations located in the rpoB gene, further spontaneous Rif" mutants were
isolated in which the specific point mutations in the rpoB sequence were located in
the same positions as obtained previously. These mutants showed the same

movement impairments (data not shown).

To evaluate the role of each form of motility in the pathogenesis of A. baumannii
MAROO02, the virulence of each of the three types of Rif" mutant with altered
motility (T"S™, T S*and T*S") was determined through G. mellonella killing assays
(Fig. 1B). The results showed that, compared to the WT strain, the virulence of
strains with impaired surface-associated motility (T"S™ and T*S") was significantly
(P < 0.05) reduced whereas this was not the case for the Rif" mutant with impaired
twitching motility alone (T°S*). In both groups of surface-associated motility

mutants, > 50% survival was observed after 96 h of incubation (Fig. 1B).

Identification of A. baumannii strain MARO0O2 Rif" genes involved in motility

Global gene expression of Rif' mutants with altered motility (T"S™, T'S*and T*S")
was characterized by numerous significant changes compared to that of WT A.
baumannii MARO0O2. Based on two-fold differences in the up- or down-regulation
of gene expression, 771 genes were differentially expressed in the T-S™ strain, with
282 genes up-regulated and 489 down-regulated genes (Table S2); 970 genes were
differentially expressed in the T-S* strain: 489 of which were up-regulated and 481

down-regulated; and 700 genes were differentially expressed in the T*S™ strain, of
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which 285 were up-regulated and 415 down-regulated (Table S2). These results
were validated in a RT-qPCR analysis comparing selected down-regulated genes
from each of the three Rif" mutants with the respective WT genes from the parental

strain (Fig. S1).

To obtain insights into the involvement of the deregulated genes in the two motility
systems, they were grouped according to the presence or absence of these genes in
the Rif" mutants as determined from the RNA-seq analyses (Fig. 2). These
comparisons revealed that 115 genes were shared by strains with impaired twitching
motility (T'S* and T'S™; T group) and 202 by strains with impaired surface-
associated motility (T*S™ and T°S™; S group). Thus, these groups of genes, along
with those exclusive to strain TS~ (227 genes) represented genes hypothetically
involved in twitching motility (T group), in surface-associated motility (S group)

or both (TS group) (Table S3).

Eighteen genes (6 per group) from the three groups (T, S, and TS) were selected to
study their roles in the different types of A. baumannii motility, based on their level
of expression and their functional group, with the latter including cell
wall/membrane/envelope biogenesis, motility, transport, metabolism and

transcription (Table 2).

Construction and motility characterization of A. baumannii knockout mutants
of selected genes
To assess whether the selected genes (Table 2) played a role in motility, knockout

mutants were constructed (Fig. S2) and inoculated onto fresh-agarose motility
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plates. The results showed that knockout of the genes encoding the RND
(Resistance Nodulation Division) component AdeK and the minor prepilin PilE,
belonging to the T and TS group, respectively, produced a loss in twitching motility,
without effects on surface-associated motility (Fig. 3). Conversely, inactivation of
the permease encoded by the LH92 RS05285 gene, belonging to the S group,
abolished surface-associated motility, without an effect on twitching motility (Fig.
3). A complete loss of both twitching and surface-associated motility was observed
in knockouts with disruption in genes belonging to the T group, including those
encoding the energy transducer TonB, the porin OprD, the type VI secretion system
component TagF, a transcriptional regulator and a putative lyase; in those belonging
to the S group, including those encoding an ABC transporter component and a
dehydrogenase; and in the gene belonging to the TS group, encoding an RND

component (Fig. 3).

The remaining knockout mutants (Table 2) showed no alterations in their motility
and their behavior was similar to that of the WT strain (Fig. 3). Since the growth
curves of all mutants grown in LB broth were comparable to that of the parental
strain (data not shown), the observed impairments in motility could not be attributed

to reductions in the bacterial growth rate.

To demonstrate a direct relation between specific gene disruptions and subsequent
movement patterns, the pBAV1Gm-T5-gfp plasmid, carrying the corresponding
WT gene, was introduced into all mutants with impaired motility. As expected,

complementation restored the parental phenotype in all cases (Fig. S3).
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Impaired surface-associated motility but not twitching motility significantly
reduce A. baumannii virulence

The above-described knockout mutants with altered motility were then studied for
their pathogenicity, determined in G. mellonella killing assays. Mutants lacking
genes involved in surface-associated motility showed a significant (P < 0.05)
reduction in their virulence, independent of their twitching behavior (Fig. 4).
Specifically, > 75% of worms inoculated with any of the knockout mutants with
impairments in both twitching and surface-associated motility (Fig. 4) and ~60% of
the worms inoculated with the LH92_RS05285 mutant, with impaired surface-
associated motility only, survived until the end of the 96-h experiment (Fig. 4). By
contrast, virulence was not significantly affected in knockout mutants with impaired
twitching but not surface-associated motility (Fig. 4). Likewise, knockout mutants
with a motility pattern similar to that of the MAR002 WT strain did not show a
significant reduction in their virulence, as < 25% of the inoculated worms survived.
Finally, when the worms were inoculated with the corresponding complemented
strains, survival of the larvae was reduced in all cases to the level determined in the

WT strain, indicating a restoration of virulence (Fig. 4).

DISCUSSION

The motility of A. baumannii involves two different motility systems: twitching and
surface-associated motility. Depending on the strain, one, both or neither of these
movement types is expressed'’!8, A. baumannii MARO0O2, a virulent clinical strain,
is able to move through both twitching and surface-associated motility®*%*. In
previous work, we showed that spontaneous rifampin-resistant mutants of A.

baumannii strain ATCC 17978 carried point mutations in the -subunit of the RNA
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polymerase that altered the transcriptional pattern of genes involved in surface-
associated motility?. In this study, the isolation of spontaneous Rif" mutants in A.
baumannii strain MAROQ02 included strains with phenotypical changes in surface-
associated motility and/or twitching motility (Fig 1A). Rifampin inhibits DNA-
dependent RNA synthesis through its interaction with the RpoB subunit. Mutations
in the rpoB gene that produce conformational changes in the region of rifampin
interaction reduce the affinity of RpoB for this antimicrobial and thus confer
resistance. Moreover, the new conformation of RpoB modifies the polymerase’s
affinity for some promoters, causing changes in gene expression®. In other bacterial
species such as E. coli or Pseudomonas aeruginosa, mutations in the rpoB gene
produce pleiotropic effects in processes that include, sporulation®, the stringent

response®*3’, the motility and the virulence?=8,

The connection between motility and virulence has been previously reported in
several pathogenic bacterial species, among them flagellated bacteria®?°, bacteria
displaying type IV pili*® and bacteria with appendage-independent motility®4%4!, In
the A. baumannii MARO002 Rif" mutants lacking twitching motility the virulence
was not decreased, unlike those mutants deficient in surface-associated motility
(Fig 1B). Transcriptomic studies have shown an increase in the expression of genes
related to the synthesis of type IV pili during the growth of A. baumannii in human
serum, thus demonstrating the importance of these appendages during

bacteremia®’*?,

The transcriptional analysis of Rif' mutants with the three types of altered motility

(Table S2) revealed three groups of genes putatively assumed to be involved in
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either one or the other or both motility systems (Fig. 2). In P. aeruginosa, a
phylogenetic neighbor of A. baumannii, transcriptomic studies of motile versus
non-motile cells revealed an overexpression of genes involved in metabolism and
secretion during the development of motility by this species®®*. Given the
pleiotropic effects produced by rpoB gene mutations and the complexity of motility
network regulation, the wide range of deregulated genes identified in the
transcriptomic analysis was not surprising. The identified genes included those
involved in the above-mentioned processes??3"4° as well as genes that co-regulate
motility and other biological processes under the control of key bacterial regulators,

such as cyclic diguanylate!?#®, chemotaxis'**>#’, and two-component systems68,

Based on the transcriptional data, 18 down-regulated genes belonging to the three
gene groups were determined to be inactivated (Table 2). In 11 of these derivative
knockout mutants, twitching and/or surface-associated motility were reduced (Fig.
3). However, although the deregulated genes could be classified according to their
putative involvement in twitching motility (T group), surface-associated motility (S
group), or both (TS group), not all knockouts exhibited the expected phenotype.
These results can be explained by the wide range of deregulated genes that lead to
a disturbed motility?**, as shown by the transcriptomic data (Table S2), whereas

in the knockout mutants only one of these genes was inactivated.

In the virulence assays, the pathogenicity of the knockout mutants was similar to
that of the Rif" mutants and could be linked to their motility pattern. Specifically,
the pathogenicity of the mutants with a phenotype similar to that of the T"S" or T'S™

strains but not the T S* strain was significantly attenuated (Figs. 3 and 4),
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highlighting the role of surface-associated motility over twitching in the virulence
of A. baumannii. This finding is consistent with the results of previous studies of
A. baumannii strain ATCC 17978812122 The more modest role of twitching
motility in the pathogenesis of A. baumannii suggests that this type of movement,
driven by type IV pili, is directed towards surface attachment to ensure the

persistence of this bacterium?48,

In the A. baumannii MAR002 Rif" mutants, all of the down-regulated genes
identified in this work encode putative proteins related to cell envelope biogenesis,
transporters and metabolic enzymes, i.e., functions that play important roles in
motility and/or virulence. For instance, LH92_RS15870 was shown in our study and
in others to encode the prepilin PilE, involved in type IV pili biogenesis and
twitching motility***°. By contrast, the minor pilin PilW encoded by the
LH92_ RS02585 gene does not contribute to either the motility or the pathogenicity
of A. baumannii, unlike in P. aeruginosa®!. We also studied three RND efflux pump
subunits encoded by: LH92 RS16130, a periplasmic adaptor involved in both
motility systems of A. baumannii; LH92_RS13935 (adeK), an outer membrane
subunit involved in twitching but not in surface-associated motility; and
LH92 RS12010 (adeH), whose inactivation did not affect motility. The
involvement of efflux pumps from different superfamilies in surface-associated
motility has been attributed to their role in the secretion of extrapolymeric
substances® %52, Interestingly, AdeK (encoded by LH92 RS13935) is the first
RND component reported in Acinetobacter spp. that participates in both surface-
associated and twitching motility, probably through the secretion of extrapolymeric

substances. Similarly, Myxococcus xanthus requires extracellular polysaccharides

148



ANEXOS

for attachment and for the retraction of type IV pili®®. Among the other transporter
proteins, our results showed that, like the permeases described in ATCC strain
1797822, the amino acid permease encoded by LH92_RS05285 participates in the
surface-associated motility and subsequent virulence of A. baumannii strain

MARO002.

Other proteins described in this study that were shown to participate in both motility
systems were a sulfate ABC transporter component, a putative pectate lyase, and a
sugar dehydrogenase, encoded by the genes LH92_RS16065, LH92 RS13540 and
LH92 RS17175, respectively. Metabolic enzymes and transporters promote
different types of motility, both in A. baumannii?® and in other bacterial species,
such as Pseudomonas spp.>*, E. coli®, and Xanthomonas oryzae®®. Altered motility
was also observed in the LH92_RS04440 mutant, lacking the energy transducer
TonB, whose homolog in Aeromonas hydrophila is involved in metal uptake,

motility, and virulence®”%,

The A. baumannii gene LH92 RS06715 encodes an IcIR family transcriptional
regulator, involved in protocatechuate catabolism in Acinetobacter baylyi strain
ADP1*. In other bacterial species this protein is associated with multidrug
resistance, the degradation of aromatics, the inactivation of quorum sensing signals,
and sporulation®. The inactivation of this gene in A. baumannii strain MAR002 led
to decreases in both twitching and surface-associated motility, as did inactivation
of the genes LH92_RS05405 and LH92_RS06300, encoding the OprD porin and the
T6SS protein TagF, respectively. The OprD porin of A. baumannii and P.

aeruginosa have been related to metabolic transport and outer membrane
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stability®¥ %, The expression of TagF, whose role in motility has not been
previously reported, is increased in the presence of mucin, as also demonstrated for
other genes encoding proteins related to adherence in A. baumannii ATCC strain

19606,

In summary, this work is the first to compare the molecular mechanisms of
twitching and surface-associated motility in an A. baumannii strain capable of both
movement types. Identified genes are mainly involved in cell envelope biogenesis,
transport and metabolism, but also clearly associated with motility and virulence.
Specifically, genes encoding the minor pilin PilE and a RND efflux pump were
shown to be associated with twitching motility, a gene encoding an amino acid
permease with surface-associated motility, and genes encoding various metabolic
enzymes, an efflux pump, and proteins related to the cell membrane with both types
of motility. The transcriptomic profiles described herein constitute a starting point
for further investigations of the molecular basis of the pathogenic processes of this
multidrug-resistant bacterium and thus for the development of new therapeutic

agents aimed at novel targets.
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Table 1. Bacterial strains and plasmids used in this work.

ANEXOS

Strains or plasmids Relevant characteristics Source or
reference
E. coli strain
DH50 rEéIZ?L“ supE4 AlacU169 (¢80 AlacZ AM15) hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, Clontech
A. baumannii strains
MARO002 Wild-type strain 3
Ts Spontaneous rifampin-resistant MAR0O2 derivative strain with an impairment in This work
twitching and surface-associated motility, Riff
o Spontaneous rifampin-resistant MAR002 derivative strain with an impairment in .
T*S P - o This work
twitching motility, Rif
. Spontaneous rifampin-resistant MAR002 derivative strain with an impairment in .
TS - I o This work
surface-associated motility, Rif
LH92_RS00045 :\(/IQRgggrderlvatlve strain with LH92_RS00045::pCR-BluntlI-TOPO disruption, This work
LH92 RS01675 l}\(ﬂrﬁRgggrdenvatlve strain with LH92_RS01675::pCR-Bluntll-TOPO disruption, This work
LH92_ RS02585 :\(/I;::Rgggrdenvatlve strain with LH92_RS02585::pCR-Bluntll-TOPO disruption, This work
LH92_RS04440 :\(/IQRgggrderlvatlve strain with LH92_RS04440::pCR-BluntlI-TOPO disruption, This work
LH92_RS04440 LH92_RS04440 strain carrying the pBAV1K-T5-gfp plasmid with the corresponding .
. . . This work
complemented gene cloned, Km', Zeo", Gm
LH92_ RS05285 :\(/I;::Rgggrdenvatlve strain with LH92_RS05285::pCR-Bluntll-TOPO disruption, This work
LH92_RS05285 LH92_RS05285 strain carrying the pBAV1K-T5-gfp plasmid with the corresponding .
. . . This work
complemented gene cloned, Km', Zeo", Gm
LH92_RS05405 l}\(ﬂrﬁRgggrdenvatlve strain with LH92_RS05405::pCR-Bluntll-TOPO disruption, This work
LH92_RS05405 LH92_RS05405 strain carrying the pBAV1K-T5-gfp plasmid with the corresponding .
r r r This work
complemented gene cloned, Km', Zeo', Gm
LH92_RS06300 l}\(ﬂrﬁRgggrderlvatlve strain with LH92_RS06300::pCR-BluntlI-TOPO disruption, This work
LH92_RS06300 LH92_RS06300 strain carrying the pBAV1K-T5-gfp plasmid with the corresponding .
This work
complemented gene cloned, Km', Zeo", Gm'
LH92 RS06715 I&AQRgggrderlvatlve strain with LH92_RS06715::pCR-BluntlI-TOPO disruption, This work
LH92_RS06715 LH92_RS06715 strain carrying the pBAV1K-T5-gfp plasmid with the corresponding .
. . . This work
complemented gene cloned, Km', Zeo", Gm
LH92 RS07135 l}\(ﬂrﬁRgggrderlvatlve strain with LH92_RS07135::pCR-BluntlI-TOPO disruption, This work
LH92 RS08005 I&AQRgggrderlvatlve strain with LH92_RS08005::pCR-BluntlI-TOPO disruption, This work
LH92_RS12010 l}\(ﬂrﬁRgggrderlvatlve strain with LH92_RS12010::pCR-BluntlI-TOPO disruption, This work
LH92_ RS13540 l}\(ﬂrﬁRgggrderlvatlve strain with LH92_RS13540::pCR-BluntlI-TOPO disruption, This work
LH92_RS13540 LH92_RS13540 strain carrying the pBAV1K-T5-gfp plasmid with the corresponding Thi
r r r is work
complemented gene cloned, Km', Zeo', Gm
LH92_RS13935 l}\(ﬂrﬁRg(ngrderlvatlve strain with LH92_RS13935:: pCR-Bluntll-TOPO disruption, This work
LH92_RS13935 LH92_RS13935 strain carrying the pBAV1K-T5-gfp plasmid with the corresponding .
r r r This work
complemented gene cloned, Km', Zeo', Gm
LH92_RS15870 l}\(ﬂrﬁRgggrdenvatlve strain with LH92_RS15870:: pCR-Bluntll-TOPO disruption, This work
LH92_RS15870 LH92_RS15870 strain carrying the pBAV1K-T5-gfp plasmid with the corresponding .
. . . This work
complemented gene cloned, Km', Zeo', Gm
LH92 RS16065 l}\(ﬂrﬁRgggrderWatlve strain with LH92_RS16065::pCR-BluntlI-TOPO disruption, This work
LH92_RS16065 LH92_RS16065 strain carrying the pBAV1K-T5-gfp plasmid with the corresponding .
r r r This work
complemented gene cloned, Km', Zeo', Gm
LH92_RS16130 l}\(ﬂrﬁRg(ngrderlvatlve strain with LH92_RS16130::pCR-Bluntll-TOPO disruption, This work
LH92_RS16130 LH92_RS16130 strain carrying the pBAV1K-T5-gfp plasmid with the corresponding .
r r r This work
complemented gene cloned, Km', Zeo', Gm
LH92_RS16880 l}\(ﬂrﬁRgggrderlvatlve strain with LH92_RS16880::pCR-Bluntll-TOPO disruption, This work
LH92_RS17175 MARO002 derivative strain with LH92_RS17175::pCR-Bluntll-TOPO disruption, This work

Km', Zeo"
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LH92_RS17175

LH92_RS17175 strain carrying the pBAV1K-T5-gfp plasmid with the corresponding

complemented gene cloned, Km', Zeo', Gm' This work
Plasmids

pCR-Bluntll-TOPO Cloning vector, Km', Zeo" Invitrogen
pBAV1K-T5-gfp Complementation vector, Km’ Addgene
pVRL1 Plasmid carrying a gentamicin cassette, Gm' 32
pBAV1Gm-T5-gfp pBAV1K-T5-gfp derivative vector carrying gentamicin cassette, Gm" This work

Rif", Km", Zeo", Gm' stand for resistance to rifampin, kanamycin, zeocin and gentamicin,

respectively.
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Table 2. Downregulated genes analysed in this study.

ANEXOS

Log2 Fold change

Gene ID. Protein Description
Ts TS TS*
LH92_RS01675 WP_001072475.1 HlyD family secretion protein -4.50
LH92 RS02585 WP 000537695.1 Type IV pilus blo%eiT\(/esls/stablllty protein 1.03

S LH92_RS07135 WP_000229914.1 Malonate transporter subunit MadM -2.14

§, Prepilin-type N-terminal

ﬂ LH92_RS15870 WP_001046417.1  cleavage/methylation domain-containing -1.68

protein PilE
LH92 RS16130 WP 021510165.1 Efflux RND transporter periplasmic 3.90
- - adaptor
LH92_RS16880 WP_045900525.1 Type VI secretion system protein VgrG -2.00
LH92_RS00045 WP_047479431.1 ABC transporter ATP-binding protein -2.64 -2.13
LH92 RS05285 WP_079267361.1 Amino acid permease -4.66 -2.55

S  LH92_RS08005 WP_001162376.1 Phosphoglycerate mutase family protein -5.93 -3.99

o

> Multidrug efflux RND transporter outer } }

n LH92_RS12010 WP_004840631.1 membrane subunit AdeH 2.69 1.10
LH92_RS16065 WP_000521916.1 Sulfate ABC ”a”;ﬁgggSUbS“ate'b'”d'”g 345 -130
LH92_RS17175 WP_161782838.1 PQQ-dependent sugar dehydrogenase -4.10 -1.72
LH92_RS04440 WP_000837758.1 Energy transducer TonB -1.81 -6.48
LH92_RS05405 WP_125535337.1 Outer membrane porin family OprD -1.28 -1.22

a Type VI secretion system-associated ) )

§ LH92_RS06300 WP_045899602.1 brotein TagF 1.07 1.17

,? LH92_RS06715 WP_000996083.1 IcIR family transcriptional regulator -1.38 -6.70
LH92_RS13540 WP_000669945.1 Hypothetical protein (putative lyase) -1.30 -7.77
LH92 RS13935 WP 0011747931  Multidrug efflux RND transporter outer _; 5 173

membrane subunit AdeK
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ANEXOS

FIGURE LEGENDS

Figure 1. (A) Representative image of the motility patterns of A. baumannii strain
MAROO02 and derivative Rif" mutants. Twitching and surface-associated motility
are indicated by thick and thin arrows, respectively. The wild-type (WT) strain and
the amino acidic substitutions of each mutant derivative are also indicated. (B)
Representative results of a G. mellonella killing assay using the specified strains.
Larvae (n = 10 per group) were inoculated with ~10° CFU of the indicated A.
baumannii strain or PBS as a negative control. A significant decreased in virulence

(P value of < 0.05) compared to the parental strain is indicated with an asterisk (*).

Figure 2. Venn diagram of the distribution of deregulated genes in A. baumannii
strains TS, T'S™ and T S*. Overlapping areas represent deregulated genes
identified in two or all three strains, and the numbers in bold the group of genes
hypothetically involved in surface-associated motility, twitching motility, or both
in A. baumannii strain MAROOQ2. In the indicated groups, the total number of up-

regulated (green) or down-regulated (red) genes is also shown.

Figure 3. Representative image of the motility patterns of the indicated A.
baumannii derivative mutants with respect to the deregulated-gene groups in each
Rif" mutant. Twitching and surface-associated motility are indicated by thick and
thin arrows, respectively. Each experiment was carried out in triplicate in a

minimum of three independent motility assays.
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Figure 4. Representative results of a G. mellonella killing assay of the specified
strains. Larvae (n = 10 per group) were inoculated with ~10° CFU of the indicated
A. baumannii strain. All assays were carried out at least three times. For clarity, the
results of a representative assay are presented separately and compared with those
obtained with the wild-type (WT) strain (dotted line). In strains marked with an
asterisk (*), virulence was significantly reduced (P < 0.05) compared with the
parental strain (MARO002). In those cases, the survival of worms inoculated with
the complemented mutants are also shown (discontinued line). The motility profile

of the inoculated strain is indicated by the colored background of each graph.
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Supplementary Table 1. Oligonucleotides used in this work.

Name Sequence (5’ to 3”) Application
rpoB-1441F GAGCGTGCTGTTAAAGAGCG rpoB sequencing
rpoB-2095R CTGCCTGACGTTGCATGT rpoB sequencing
1675RTFw GTCTAGCCCAAGCCAAAGCAAACT RT-gPCR assay
1675RTRv TTACCCGGACGCAAATCAAAG RT-gPCR assay
5285RTFw ATCGGGCTGGAATTATTGGGTAGT RT-gPCR assay
5285RTRv AAAAAGGCGAGCATATAAAACAGG RT-gPCR assay
6300RTFwW AGCCCTGCGCGTGGTGAT RT-gPCR assay
6300RTRv GGAAAAGCTCGGCCTGAACTGT RT-gPCR assay
6715RTFw GCATTAGCACGTGGTTTAGAGC RT-gPCR assay
6715RTRv AGAGCGAATCGATACGTTAGACAG RT-gPCR assay
7135RTFw GCGGTGCAATGCTTCGTGACT RT-gPCR assay
7135RTRv ACCCGTAACAGGCCCAACAATG RT-gPCR assay
8005RTFw AGCCCTGAGCCGAATACACTAC RT-gPCR assay
8005RTRv ACCATACAAACAGCCCTTCCATC RT-gPCR assay
13935RTFw AGTGCAATTCGTCAGGTTTCTCAA RT-gPCR assay
13935RTRv GCTACATCATTACGCGCAGTTTCT RT-gPCR assay
15870RTFw TGCTTCAATTGCTATCCCTTCAT RT-gPCR assay
15870RTRv AAATTTCCTGTCGTCGTATCATCA RT-gPCR assay
17175RTFw ACCCTGCCCAAAATATGAAAAGTA RT-gPCR assay
17175RTRv CTGGGCGCGTGTGATGAT RT-gPCR assay
GyrBRTFw TACAGACGACGGTACCGG RT-qPCR assay
GyrBRTRv CTGACCGATTCATCTTCG RT-gPCR assay
0045IntFw GCGTCTATGCAATTACAC Mutant construction
0045IntRv GAATATCCCAATATTCTTC Mutant construction
0045ComFw CAGTIctagaATGATTCAATTTGACCAAG Mutant verification
0045ComRv CAGTtctagaTTAGTTTTCAAATGAGGC Mutant verification
1675IntFw GGAACTACTATAATGCAGCACCG Mutant construction
1675IntRv CGGCTAACTTAATGTTAGTAC Mutant construction
1675ComFw CAGTtctagaATGAATCAATTGGAGTTG Mutant verification
1675ComRv CAGTtctagaTTATTTTTCAATAATATGTAC Mutant verification
2585IntFw GAAAAAGCAGTAAAAGTGCG Mutant construction
2585IntRv CCAGCAATACGAAATTGCTC Mutant construction
2585ComFw CAGTtctagaATGGGGGTTGCTGTTGCAC Mutant verification
2585ComRv CAGTtctagaTTATTTCCATACGGCCTCAG Mutant verification
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4440IntFw
4440IntRv
4440ComFw
4440ComRv
5285IntFw
5285IntRv
5285ComFw
5285ComRv
5405IntFw
5405IntRv
5405ComFw
5405ComRv
6300IntFw
6300IntRv
6300ComFw
6300ComRv
6715IntFw
6715IntRv
6715ComFw
6715ComRv
7135IntFw
7135IntRv
7135ComFw
7135ComRv
8005IntFw
8005IntRv
8005ComFw
8005ComRv
12010IntFw
12010IntRv
12010ComFw
12010ComRv
13540IntFw
13540IntRv

13540ComFw

GATTGTTATGTTGCCTTTAC
CTATTGGCGTTTTGTGTCAACTG
CAGTtctagaATGAAATCAAAATCATTATTC
CAGTtctagaTTAACGGCCCCGATTGAGTTTG
CACATCCAGTTAATCGCTATG
GTACACTACCCAATAATTCCAG
CAGTtctagaTTGAGTAACTCATCTTCCC
CAGTtctagaTTAGAGTGATTTTTTCCAACTC
CTCTGGTTCAGTGTGGGCTGGC
CTTCAATGCAGGATTAAACTG
CAGTtctagaATGTCGAAATTATGGATGTAC
CAGTtctagaTTATTTAAATTTCCATGTGTAG
GATTTCTTAAAGACAAAAGGTC
CCAATCATGCTTTGAGCTAACTC
CAGTtctagaATGCTTACATTAAAAACAACTCC
CAGTtctagaTTATTCACCCAAAAAAGTCTG
CAGAAAAATTATTAGCGCC
GGCATTGCAGCTAAACATGCAC
CAGTgaattcATGAATGATGCAGTTGATGC

CAGTgaattcTTAGCTAATCTCGGTACGAATA
CCAATGGACGTGTGCATGC
CCAGCTTTTTTGGCCTCAG
CAGTtctagaATGGTTGAATTATTATTAAAAG
CAGTtctagaTTAACCCACCAAAGCTTTAAC
CTGATGCTTCGACCCCTG
GCTACCAGGTTCAACCAAC
CAGTtctagaATGGCACTCGATTTATTGCC
CAGTtctagaTTACTGTACTTTATGGAAC
GCTTCTTGCAGGCTGCTC
GCATTGTCATCTAAACCGAG
CAGTtctagaGTGATTACATCAAAACAAAAC
CAGTtctagaTTAACTACTCCAACCGCCCCCT
CTGCTCATCTGCATTTGCTC
GATGCATTCAAAGTATCAACAG

CAGTtctagaATGAAATTTAAATACTTATC

ANEXOS

Mutant construction

Mutant construction

Mutant complementation and
verification
Mutant complementation and
verification

Mutant construction

Mutant construction

Mutant complementation and
verification
Mutant complementation and
verification

Mutant construction

Mutant construction

Mutant complementation and
verification
Mutant complementation and
verification

Mutant construction

Mutant construction

Mutant complementation and
verification
Mutant complementation and
verification

Mutant construction

Mutant construction

Mutant complementation and
verification
Mutant complementation and
verification

Mutant construction
Mutant construction
Mutant verification
Mutant verification
Mutant construction
Mutant construction
Mutant verification
Mutant verification
Mutant construction
Mutant construction
Mutant verification
Mutant verification
Mutant construction

Mutant construction

Mutant complementation and
verification
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13540ComRv
13935IntFw
13935IntRv
13935ComFw
13935ComRv
15870IntFw
15870IntRv
15870ComFw
15870ComRv
16065IntFw
16065IntRv
16065ComFw
16065ComRv
16130IntFw
16130IntRv
16130ComFw
16130ComRv
16880IntFw
16880IntRv
16880ComFw
16880ComRv
17175IntFw
17175IntRv
17175ComFw
17175ComRv
M13FpuUC

M13RpUC

Gm'Fw

Gm'Rv

pBAV1KInvFw
pBAV1KInvRv
pBAV1KExtFw

pBAV1KEXtRv
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CAGTtctagaTTATTGGACCCGACTTATTTTGATC
CTGCACTTGCGCTTGCTTTGGC
CGAATTGCACTACCACTTGC
CAGTtctagaATGCAAAAAGTATGGTCTATTTC
CAGTtctagaTTATTGCTTTTTAAGTTCAGC
GCTATCCCTTCATATCAAAG
CGTCAATAAATTTCCTGTCG
CAGTtctagaATGAATAAGTACTCTATTC
CAGTtctagaTCATTGCCAATTCTCACTATTTG
CAGTAAGTGCTGTGCAGGC
GCCTGCTTTTACAATTTCATC
CAGTtctagaATGAAAAGAATAGCAATAATTG
CAGTtctagaCTACTGCTTTCCATCATAAATC
GAACAAGCTGAACTAGGTG
GTTCACGCTCATAGTCCTGACG
CAGTtctagaATGTCGGCAAATTTAAAGAA
CAGTtctagaTTAATGTCCATGCTCAGCCTC
GACTGAGGCCAGTTATGGAC
CGCCACAAACGTGTGAGAAAG
CAGTtctagaATGCTTTTTAATATATTTAG
CAGTtctagaTTATACTCCAAATTTATTAAAATC
GGCCTGTGGCTCTAATAATAC
GTGATTTTTGGCAAAGTC
CAGTtctagaATGAGACGATTAGCAGCCCCCT
CAGTtctagaTTAAGAGGGTTTCTTACTC
GTTTTCCCAGTCACGAC

CAGGAAACAGCTATGAC

GAGTCCAAGCGAGCTCGGTATTAGGTGGCGGTACTTGG

AAAGAGGAAGGAAATAATAAATGTTACGCAGCAGCAAC

TTATTATTTCCTTCCTCTTTTCTACAGTATTTAAAG

TACCGAGCTCGCTTGGAC

ATCCAGATGGAGTTCTGAGGT

CGTCTTGTTATAATTAGCTT

Mutant complementation and
verification

Mutant construction

Mutant construction

Mutant complementation and
verification
Mutant complementation and
verification

Mutant construction

Mutant construction

Mutant complementation and
verification
Mutant complementation and
verification

Mutant construction

Mutant construction

Mutant complementation and
verification
Mutant complementation and
verification

Mutant construction

Mutant construction

Mutant complementation and
verification
Mutant complementation and
verification

Mutant construction
Mutant construction
Mutant verification
Mutant verification
Mutant construction

Mutant construction

Mutant complementation and
verification

Mutant complementation and
verification

Sequencing primer for pCR-
BluntllI-TOPO

Sequencing primer for pCR-
BluntllI-TOPO
Amplification of the
gentamicin cassette from
pVRL1

Amplification of the
gentamicin cassette from
pVRL1

Amplification of the
pBAV1K-T5-gfp vector
Amplification of the
pBAV1K-T5-gfp vector
pBAV1Gm-T5-gfp vector
verification
pBAV1Gm-T5-gfp vector
verification



pBAV1Fw GACGAACTCCAATTCACTGTTCCTTGC

pBAV1Rv ATTGGGACAACTCCAGTGAA

ANEXOS

Sequencing primer for
pBAV1Gm-T5-gfp
Sequencing primer for
pBAV1Gm-T5-gfp

Restriction endonuclease sites are indicated in lower case.
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS

Figure S1. Verification of the expression of the indicated genes by gRT-PCR in A.
baumannii T'S™, T'S™ and T S* strains. The expression factor is the ratio of the
mMRNA concentration of each gene from the indicated strain with respect to the WT
strain A. baumannii MAROO2. Error bars represent the standard deviations of the

mean of at least three independent experiments.

Figure S2. PCR verification of the constructed mutant strains. (A) Oligonucleotides
used to verify each of the indicated A. baumannii knockouts. The sizes of the PCR
products are shown in base pairs (bp). (B) PCR verifications of the indicated A.

baumannii strains. The NZYDNA ladder VII (Nzytech) was used as a DNA marker

(M).

Figure S3. (A) PCR verification of all complemented knockout mutants. The sizes
of the PCR products are shown in base pairs (bp), according to the pBAV1Fw-
pBAV1Rv oligonucleotides used to verify each cloned gene. The NZYDNA ladder
VII (Nzytech) was used as a DNA marker (M). (B) Representative image of the
motility patterns of the indicated A. baumannii complemented mutants belonging
to the deregulated-gene groups of each Rif' mutant. Twitching and surface-
associated motility are indicated by thick and thin arrows, respectively. Each
experiment was carried out in triplicate in a minimum of three independent motility

assays.
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Supplementary Figure 1
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pBAVI1Fw - pBAVIRvV
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