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LA FIJACION DE NITROGENO

Importancia del nitrogeno en la agricultura

El nitrogeno es uno de los constituyentes esenciales de los seres vivos, siendo
un elemento clave en la composicion de las proteinas y los acidos nucleicos. El
nitréogeno fijado en compuestos inorganicos del suelo se encuentra generalmente
en niveles bajos, lo cual sumado a la remocién constante por el cultivo intensivo
resultan en un factor limitante del crecimiento de las plantas. La mayor parte
del nitrégeno en el suelo se encuentra formando compuestos organicos, solo una
fraccion pequena, menos del 10% del nitrogeno total, esta presente en
combinaciones inorganicas como amonio o nitratos, las cuales representan las
Unicas fuentes disponibles para los vegetales adquiriendo mayor importancia los
nitratos. Por otro lado, existen diversas formas bajo las cuales se puede perder
el nitrogeno inorganico del suelo. La relativa buena solubilidad de los nitratos
facilita su movilidad que los coloca mayoritariamente debajo del area de
penetracion radicular (lixiviacion de nitratos). En suelos calcareos y en
ambientes de altas temperaturas es importante la pérdida debido a la
volatilizacion del amonio. Asimismo, la desnitrificacion es la fuga biologica de
nitrogeno mas importante, ya que los productos finales de esta respiracion
anaerobia, Ny y NO, son liberados a la atmosfera (Alexander, 1980). Estas
consideraciones apuntan a resaltar la variabilidad que experimenta el nivel de
nitrogeno en el suelo, el cual puede alcanzar niveles limitantes para el
crecimiento vegetal. En el paragrafo siguiente describiremos algunos procesos
biolégicos que representan contribuciones positivas al balance de nitrogeno

fijado en la biosfera.

Ganancia de nitrégeno inorganico en el suelo

La perdida constante de nitrégeno a la atmoésfera es compensada por la
fijacion de nitrogeno, reaccion que comprende la oxidacién o reduccion de este
elemento para dar 6xidos o amonio. La gran energia requerida para la ruptura
del triple enlace de la molécula de nitrogeno proviene de las siguientes tres
fuentes principales: la fijacion espontanea, la transformacion antrépica y la
fijacion biolégica. En la fijacion espontanea, la actividad natural de descargas

eléctricas provoca la transformacion del nitrégeno del aire en oOxidos de
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nitrogeno o amonio que son arrastrados al suelo por la lluvia. Se estima que el
aporte de nitrogeno fijado por este proceso es menos del 10% del total. En forma
sintética, la fijacion industrial se realiza por el método de Haber-Bosch, que
combina nitrogeno del aire con hidrogeno en condiciones de altas de presion y
temperatura. La energia necesaria para la obtencion del hidrégeno procede de
los combustibles fésiles, gas y petréleo, representando el 1 % de la energia total
consumida a nivel mundial. Este proceso representa directamente el origen de
los fertilizantes nitrogenados y aporta, en comparacion con la fijacion biolégica,
cantidades casi equivalentes de nitrogeno anual fijado (Postgate, 1998). Ademas
del gasto de energia en la produccion y transporte del producto, el uso abusivo
de fertilizantes nitrogenados tiene un impacto negativo sobre el medio ambiente
ya que provoca la eutroficacion de los cursos de agua, la contaminacion de las
napas freaticas, asi como también la contaminacion de la atmoésfera por los
gases generados por la actividad de las bacterias del suelo sobre los nitratos
(Vitousek et al., 1997). Estas consideraciones ponen de relieve la importancia de
limitar el uso de fertilizantes nitrogenados de origen quimico, favoreciendo las

fuentes biologicas o el aporte biologico (Sprent y Sprent, 1990).

FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

Caracteristicas generales de la fijacion biologica

La fijacion biologica (FBN) del nitrogeno consiste en la conversion del
nitréogeno atmosférico a amonio y su incorporacion a la biosfera. Este proceso
contribuye globalmente con 150x10¢ T por ano, cerca de la mitad del nitrégeno
utilizado en el cultivo de las plantas (Peoples et al., 1995; Postgate, 1998). En
los sistemas de FBN la reduccion del nitréogeno es catalizada por el complejo
enzimatico denominado nitrogenasa. La forma mas estudiada de esta enzima es
el sistema dependiente de molibdeno, compuesto por dos metaloproteinas (Rees
y Howard, 2000), la proteina MoFe dinitrogenasa o componente I y la proteina
de Fe dinitrogenasa reductasa o componente II. Las dos enzimas funcionan
conjuntamente, el componente II transfiere los electrones a la dinitrogenasa,
mientras que esta ultima posee el sitio catalitico para reducir el nitréogeno. Se
han aislado nitrogenasas homologas al sistema descripto, en las que el

molibdeno es sustituido por vanadio, como la nitrogenasa-2 sintetizada por
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Azotobacter vinelandiiy A. chrocooccum, o por hierro, como la nitrogenasa-3, Fe-
Fe proteina, presente en Azotobacter vinelandii (Bishop et al., 1982; Eady, 1996).
Todas las nitrogenasas purificadas hasta la fecha se inhiben irreversiblemente
en presencia de O, y requieren para su actividad gran cantidad de energia

(Postgate, 1998).

Sistemas biologicos fijadores de nitréogeno

La capacidad de fijar nitréogeno se encuentra restringida a un grupo limitado
de organismos procariéticos, denominados diazo6trofos. Estos organismos
pertenecientes a diversos grupos taxonomicos, tienen en comun la propiedad de
sintesis y regulacion de la nitrogenasa. De acuerdo a su relacion con las
plantas, los diazétrofos se pueden clasificar en fijadores libres, asociados y
simbiéticos.

Entre los organismos capaces de fijar nitrogeno en vida libre se encuentran
aerobios estrictos como Azotobacter, anaerobios facultativos, como los géneros
Bacillus, Klebsiella y Enterobacter, microaerofilos, como Thiobacillus
Nicobacterium y Acetobacter y anaerobios estrictos como los géneros Clostridium,
Desulfobrio, Desulfotomaculum y Methanobacillus. Si bien estos géneros poseen
los mecanismos que les permiten expresar la enzima nitrogenasa sin requerir la
asociacion con otros organismos, su eficiencia puede ser favorecida por los
nutrientes provenientes de la planta y la baja tension de oxigeno que le ofrece la
rizosfera.

La FBN puede encontrarse en asociaciones bacteria-planta que no implican la
formacion de estructuras especializadas en la raiz. Ejemplos de estos sistemas,
denominados rizocenosis asociativas, se encuentran en la interacciéon entre
plantas C4 del tipo maiz o cana de azucar y bacterias de los géneros
Gluconacetobacter, Azoarcus, Herbaspirillum o Azospirillum. En este sistema se
puede encontrar a la bacteria asociada fuertemente a la superficie de la raiz o en
los espacios intercelulares del cortex, fijando nitrogeno a expensas del exudado
radical. Si bien estas asociaciones contribuyen en general a la mayor producciéon
vegetal, no necesariamente esa respuesta esta causada por la fijacion de
nitrogeno. En el caso de Azospirillum, género que se asocia con gramineas y

cereales de todo el mundo, el efecto beneficioso de la asociacion parece deberse
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principalmente a la capacidad de la bacteria de producir auxinas, fitohormonas
que determinan un mayor desarrollo del sistema radical y, por lo tanto, mejora
la posibilidad de captar agua y nutrientes del suelo. Con relacion a la fijacion, la
ausencia de transferencia directa del nitrogeno fijado a la planta representa una
ineficiencia del diazotrofo libre. Si bien estas bacterias no pueden ser utilizadas
como fijadoras eficientes, se ha demostrado su utilidad en co-inoculaciéon con
Rhizobium, o solas, actuando como rizobacterias que promueven el crecimiento
vegetal (PGPRs), siendo ademas un sistema modelo de estudio de la interaccion
microorganismo-planta, para las monocotiledoneas (Steenhoudt y Vanderleyden,
2000).

Las cianobacterias conforman un segundo sistema de asociacion fijadora.
Estos diazotrofos pueden asociarse con hongos, hepaticas, pteridofitas,
gimnospermas y algunas angiospermas. Dado que el oxigeno inactiva en forma
irreversible a la nitrogenasa, estos organismos fotosintéticos han desarrollado
estrategias especiales para separar los procesos de fotosintesis y fijacion. En las
bacterias filamentosas Anabaena y Nostoc, la ausencia de nitrogeno combinado
provoca la diferenciacion de algunas células vegetativas en los llamados
heterocistes. Estas estructuras carecen del fotosistema II, el sistema productor
de oxigeno, esta circunstancia unida a la fotorespiracion activa, permite generar
en estas células el ambiente anaerobico necesario para la fijacion. Las bacterias
heterocisticas en general son responsables del nitrogeno fijado en areas marinas
y en lagos, mientras que las bacterias que no poseen estas estructuras son
importantes fijadoras en aguas con baja tension de oxigeno, como lagos
eutroficos y aguas estancadas. En campos de arroz, las cianobacterias
Anabaena y Nostoc fijan de 30 a 70 Kg de Ny/ha/ano, permitiendo que este
cultivo tenga una produccion sostenible a largo plazo sin el uso de fertilizantes
nitrogenados (Knowles y Barraquio, 1994).

Finalmente, el sistema de fijacion de nitrogeno mas estudiado es la asociacion
simbiética entre plantas superiores y bacterias con la formacion de nédulos,
esto es estructuras especializadas para el proceso de fijacion. En esta
interaccion mutualista, la planta recibe, por transporte directo, el nitréogeno
fijado por la bacteria, a cambio, le proporciona al microsimbionte los

compuestos carbonados necesarios para el proceso de fijacion, asi como un
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ambiente aislado de los factores externos (competencia con otras rizobacterias,
estreses abidticos y la difusion libre de oxigeno). En este sistema, las
interacciones mas representativas son los nédulos actinorricicos, importantes a
nivel de la reforestacion, y la simbiosis Rhizobium-leguminosas, que juega un
papel primordial en los sistemas de cultivos.

Los actinomicetos del género Frankia son bacterias promiscuas que forman
nodulos en 25 géneros de plantas lefiosas dicotiledoneas (Huss-Danell, 1997).
Las plantas actinorricicas, si bien predominan en zonas templadas, tienen
amplia distribucién encontrandose en ambientes muy disimiles, desde los
tropicos a las areas subarticas. Algunas se adaptan a condiciones limitantes de
humedad y pH siendo especies colonizadoras en estos ambientes, por lo que la
importancia ecologica del género radica en el aporte de nitrogeno en zonas
aridas y suelos alcalinos (Myrold, 1994).

La simbiosis entre Rhizobium y las leguminosas representa aproximadamente
el 40% de FBN. Esta interaccion es de vital importancia para los sistemas
agricolas. Si bien se estima el aporte total del nitréogeno fijado en 50 a 600 Kg
por ha/ano, el aporte especifico de cada leguminosa es muy variable, y depende
principalmente del tipo de cultivo, la tasa de crecimiento de las plantas y las

condiciones ambientales de produccion (Peoples et al., 1995).

Simbiosis rizobio-leguminosa

Familia Rhizobiaceae

Tradicionalmente, la familia Rhizobiaceae se define en base a la capacidad de
sus integrantes para inducir nédulos en plantas leguminosas (Jordan, 1984). La
clasificacion de esta familia se ha revisado en numerosas ocasiones, teniendo en
cuenta los avances realizados en cuanto a aspectos morfologicos, fisiolégicos
bioquimicos y el analisis de secuencias nucleotidicas de las bacterias
(Broughton, 2003). De acuerdo a la clasificacion actual, la familia se encuentra
integrada por bacterias de la subdivision a-proteobacteria agrupadas en 7
géneros, Agrobacterium, Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium (ICSBI, 2003). Recientemente se ha
propuesto unir los géneros Agrobacterium, Allorhizobium y Rhizobium en un

Unico género debido a la similitud observada en las secuencias del ADNr 16S
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(Young et al, 2001). Por otra parte, se han identificado al menos 50 -
proteobacterias pertenecientes a los géneros Burkholderia y Ralstonia capaces
de nodular leguminosas, proponiéndose los términos a y p-rihizobia, para
distinguir los rizobios pertenecientes a las correspondientes subdivisiones

(Moulin et al., 2001; Vandamme et al., 2002; Chen et al., 2001; 2003).

La estructura genomica en los rizobios

El secuenciamiento completo de los genomas de Mesorhizobium loti (Kaneko
et al., 2000), S. meliloti (Galibert et al, 2001), y Bradyrhizobium japonicum
(Kaneko et al., 2002) asi como los proyectos en proceso de Rhizobium

leguminosarum bv. viciae (www.sanger.ac.uk/Projects/R_ leguminosarum/) y R.

etli CFN42 (www.cifn.unam.mx/) permiten investigar la asociacion Rhizobium-
leguminosa desde el punto de vista del analisis genémico (Weidner et al., 2003).
Estos genomas difieren bastante en cuanto a su estructura (Tabla 1). En M. loti
el genoma comprende un cromosoma y dos grandes plasmidos, en esta especie
los genes simbiodticos se localizan en una “isla” cromosomica de 611 kb. En S.
meliloti, el genoma consiste en un cromosoma y dos megaplasmidos,
denominados pSymA y pSymB, donde se encuentran la mayoria de los genes
simbiéticos (Hirsch et al., 2001), mientras que en Bradyrhizobium solo hay un
cromosoma de gran tamafo (9.1 Mb), y los genes de nodulaciéon y fijacion se
encuentran en una region de 680 kb con bajo contenido G+C (Puhler et al,
2004).

Las secuencias genomicas revelan una gran diversidad en los genes de
fijacion, el 35% de las proteinas predecibles en M. loti no tienen secuencias
ortélogas en S. meliloti, mas aun la region de mayor diferencia entre las marcos
de lectura identificados en M. loti y S. meliloti se encuentran en la isla
simbiotica. Estos resultados sugieren que si bien existen genes conservados en
el proceso de fijacion, gran cantidad de genes se requieren especificamente para
la interaccion con diferentes hospedantes. Por otra parte, la distribucion de los
elementos de insercion (IS), la presencia de los elementos mosaicos intergénicos
(RIMESs) y los porcentajes de G+C, permiten suponer que los dos megaplasmidos
de S. meliloti fueron incorporados en forma independiente, siendo pSymA, el

elemento adquirido, en términos evolutivos, mas recientemente (Galibert et al.,
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2001). Estos datos acerca de la reestructuracion del genoma de S. meliloti, al
igual que el gran numero de secuencias codificantes para transposasas
encontradas en la region simbiética del genoma de Bradyrhizobium, demuestran
la gran plasticidad y dinamica de los genomas de los rizobios (Pthler et al,
2004).

Tabla 1: Estructura genomica de las especies del género Rhizobium. Se presentan
las especies de rizobios en las que se dispone la secuencia genémica completa.

Organismo Genoma Estructura genémica tamano(bp)
total (Mb)
B. japonicum USDA110 9,1 Cromosoma 9 105 828
M. loti MAFF303099 7,6 Cromosoma 7 036 074
Plasmido (pMLa) 351911
Plasmido (pMLDb) 208 315
S. meliloti 1021 6,7 Cromosoma 3654 135

Megaplasmido pSymA 1 354 226

Megaplasmido pSymB 1 683 333

A partir del secuenciamiento completo de los genomas, las técnicas de
genomica funcional permiten identificar RNAm, proteinas y metabolitos que se
expresan en forma diferencial en los procesos de infeccion y simbiosis (Weidner
et al., 2003). En S. meliloti se realizaron transcriptomas comparativos, usando
macro y micro-arrays, en condiciones de vida libre vs. simbiosis y en
condiciones de baja tension de oxigeno (Becker et al., 2004). En la misma
especie, el analisis proteémico de nédulos, raices, cultivos de bacterias y
bacteroides, permiti6 identificar varias proteinas que se expresan en forma
diferencial durante la interaccion entre S. meliloti y Melilotus alba. Los
resultados de estos analisis indican que existe una profunda alteracion de la
expresion genomica, tanto a nivel transcripcional como de proteinas, durante la

diferenciacion de la bacteria (Natera et al., 2000; Becker et al., 2004).
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Familia Leguminosae

Los rizobios se asocian, casi en forma exclusiva, con especies de la familia
Leguminosae, con excepcion de la simbiosis entre Rhizobium y el arbusto
Parasponia perteneciente a la familia Ulmaceae (Davey et al., 1973).

Las leguminosas representan la tercera familia mas numerosa de las
angiospermas. Si bien se encuentra ampliamente distribuida, desde el tropico a
zonas desérticas frias, su mayor diversidad se observa en areas de topografia
variada con climas estacionales (Polhill et al.,, 1981). Es una familia de gran
importancia economica tanto por su aporte a la FBN como por constituir el
tercer grupo productor de alimentos luego de los cereales y las llamadas plantas
tuberosas (FAO, 1998). Incluye especies cultivables como mani, poroto, alfalfa,
soja, tréboles, asi como plantas ornamentales y especies arboreas utilizadas en
la forestacion en suelos degradados. Leguminosae se encuentra dividida en tres
subfamilias, las plantas de la subfamilia basal, Caesalpinoidae, no son
noduladoras en su mayoria, mientras que el 90% de las especies pertenecientes
a las subfamilias restantes, Mimosoidae y Papilionoidae, forman nédulos. De
acuerdo a la distribuciéon del evento, la nodulacion se pudo originar multiples
veces en forma independiente dentro de la familia o alternativamente existe un
Unico origen con multiples perdidas posteriores (Doyle, 1998; Hirsch et al,
2001). De acuerdo con estudios filogenéticos basados en el gen cloroplastico rbc,
las plantas actinorricicas y las leguminosas pertenecen a un linaje comun, el
grupo Rosid I (Soltis et al., 1995), lo que afianza la teoria de un origen comun
para la predisposicion a nodular. Existen ademas conexiones en las etapas
tempranas de los procesos de micorrizacion y nodulacion, como es el caso de la
expresion de los genes ENOD en ambos simbiontes, que llevan a suponer que la
nodulaciéon pudo haber evolucionado a partir de wun Unico ancestro

endomicorricico (Hirsch et al., 2001).

Phaseolus vulgaris: Importancia del cultivo en la Argentina

La tribu de las leguminosas Phaseoleae comprende el mayor numero de
géneros y a las leguminosas econdémicamente mas importantes (Polhill, 1981).
Dentro del género Phaseolus se conocen cerca de S0 especies de las cuales muy

pocas, P. vulgaris, P. coccineus, P. acutifolius, P. polyanthus, y P. lunatus son
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especies domesticadas (Martinez-Romero, 2003). P. vulgaris (poroto comun) es
una de las especies mas cultivadas dentro del género, y la de mayor importancia
para el consumo humano. Su produccion total mundial excede los 23 millones
de toneladas métricas, de las cuales siete millones corresponden a la produccion
en América del Sur y Africa. La importancia del cultivo se pone de relieve en la
formacion reciente de un consorcio internacional denominados “Phaseomics”,
tendiente a combinar técnicas de genomica estructural y funcional,
caracterizacion de variedades seleccionadas y estudios de genética evolutiva del
cultivo, con el objeto final de lograr variedades de poroto mas resistentes a
diferentes estreses ambientales asi como con mayor capacidad productiva
(Broughton et al., 2003).

El poroto es originario de Ameérica, con dos centros independientes de
domesticacion situados en Mesoamérica y la region andina de Ameérica del Sur,
norte de Pert, Ecuador y el Noroeste de la Argentina (Gepts y Debouck, 1991).
El noroeste argentino es uno de los reservorios de variedades silvestres de
poroto, constituyendo ademas, la region productora de 90% del cultivo en
nuestro pais. Actualmente, los rendimientos en la region se encuentran por
debajo de su potencial, no mas de 1100 Kg por hectarea (FAO, 2004), lo que se
atribuye en mayor medida a los suelos poco fertilizados.

La asociacion simbiotica con los rizobios es un recurso utilizado ampliamente
para mejorar la produccion del poroto (Martinez-Romero, 2003). Debido que la
nodulaciéon por cepas nativas es poco eficiente, se ha intentado mejorar la
produccion utilizando la practica de inoculacion con rizobios, encontrandose

que las cepas nativas son altamente competitivas (Aguilar et al., 2001).

Especificidad de reconocimiento mutuo en la interaccion
rizobios-leguminosas

El sistema clasico para definir las asociaciones caracteristicas entre rizobios y
leguminosas es el de grupos de inoculacién cruzada, consistente en agrupar a
los rizobios por su capacidad de nodular un cierto grupo de plantas
leguminosas (tabla 2). Existen cepas de rizobios adaptadas a un cultivar en
particular, como es el caso de la cepa R. leguminosarum bv. trifolii TA1 capaz de

nodular Unicamente T. subterraneum cv Woogenellup (Lewis-Henderson vy
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Djordjevic, 1991). Por el contrario, en algunas especies el rango de hospedante
no es acotado, un ejemplo es la cepa Rhizobium NGR234 capaz de nodular 112
géneros de leguminosas (Pueppke y Broughton, 1999). Si bien la promiscuidad
simbiotica existe en diversas leguminosas, el mayor grado se observa en
enredaderas anuales de la tribu Phaseolae, incluyendo las especies Macroptilium

atropurpureum, Lablab purpureusy P. vulgaris (Perret et al., 2000).

Tabla 2: Grupos de inoculacion cruzada (adaptado de Perret et al., 2000)

Especies Bacterianas Leguminosas hospedantes
Allorhizobium undicola Neptunia natans
Azorhizobium caulinodans Sesbania rostrata, S. punctata
B. elkani, B. japonicum Macroptilium atropurpureum, Glicine max, G. soja, Vigna
Mesorhizobium ciceri Cicer arietinum
Mesorhizobium huakuii Astragalus spp.
Mesorhizobium loti Lotus spp.
Mesorhizobium mediterraneum Cicer arietinum
Rhizobium etli Phaseolus vulgaris, Mimosa affinis
Rhizobium galegae Galega spp.
Rhizobium gallicum, R. giardinii Phaseolus vulgaris
Rhizobium hainanense Stylosanthes, Centrosema, Desmodium, Tephrosia

Rhizobium leguminosarum

bv. phaseolus Phaseolus spp.
bv. trifolii Trifolium spp.
bv. viciae Pisum sativum, Lathyrus spp., Vicia spp.
Rhizobium mongolense Medicago ruthenica
Rhizobium tropici P. vulgaris, Leucaena leucocephala, Macroptilium spp.,

Vigna unguiculata, Medicago ruthenica.

Sinorhizobium fredii Glicine max, Vigna
Sinorhizobium medicae Medicago spp.

Sinorhizobium meliloti Medicago, Melilotus, Trigonella
Sinorhizobium saheli Sesbania spp.

Sinorhizobium terangae Sesbania, Acacia

10
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Rhizobium tropici

Hasta la fecha, se han descripto cinco especies nodulantes de poroto
pertenecientes al género Rhizobium: Phaseolus vulgaris- R. leguminosarum bv.
phaseoli (Jordan, 1984), R. tropici (Martinez-Romero et al,, 1991) R. etli (Segovia
et al.,, 1993), R. gallicum y R. giardini (Amarger et al., 1997). Los simbiontes de
poroto componen un grupo taxonomicamente heterogéneo, integrado por dos
linajes de ADN ribosomal 16S, con distintos rangos de hospedantes y
caracteristicas genéticas diferentes en los genes Sym (Amarger et al.,, 1997). Sin
embargo, de acuerdo con la filogenia basada en el analisis de los genes nodC y
nifH, la capacidad de nodular poroto parece estar determinada por un grupo de
genes de nodulacion muy relacionados entre si (Laguerre et al., 2001).

La especie Rhizobium tropici, originaria de las regiones tropicales de América
del Sur, fue propuesta como una nueva especie, en base a sus caracteristicas
distintivas a nivel molecular y a nivel fisiolégico, a partir de la reclasificacion del
grupo II de R. leguminosarum viciae. Los aislamientos pertenecientes a este
grupo se distinguen del tipo I por presentar las siguientes caracteristicas:
poseen una copia Unica del gen nifH, sus plasmidos simbidticos son
genéticamente estables en condiciones de estrés y confieren la capacidad de fijar
nitrogeno al ser transferidos a Agrobacterium tumefaciens, su rango de
hospedante incluye Leucaena leucocephala, no hibridan con el gen psi
(inhibicién polisacarido) y poseen exopolisacaridos con estructura y composicion
quimica diferente.

Dentro del grupo II, R. tropici, se distingue claramente del resto de las
especies nodulantes de poroto de acuerdo a los resultados del analisis de
homologia DNA-DNA total, el patron de electroforesis de multilocus enzimatico y
la secuencia parcial de los genes ribosomales 16S. Son bacterias resistentes al
acido nalidixico, capaces de crecer en suelos acidos (pH hasta 4.5) y a
temperaturas de hasta 40°C. De acuerdo a la filogenia construida a partir de las
caracteristicas fenotipicas generales (Tabla 3), las cepas de la especie se

agrupan en dos clados, tipo IIA y tipo IIB (Martinez-Romero et al., 1991).

11



Monica Collavino CAPITULO I

Tabla 3: Caracteristicas fenotipicas de los clados A y B definidos para la especie R.

tropici (adaptado de Martinez-Romero, 2003)

Caracteristicas tipo A tipo B
Morfologia de la colonia en medio YEM blancas y traslucidas
opacas
Crecimiento en medio PY requiere calcio no requiere
calcio
crecimiento en LB - +
motilidad - +
maxima temperatura de crecimiento 37°C 40°C
tolerancia a la acidez (pH 4.5) + +
tolerancia a metales pesados y a - +

concentraciones salinas altas

Induccion del factor Nod por genisteina + -
Presencia de un plasmido de 200 kb + -
Presencia de los genes teu (asimilacion de + -

exudados de poroto) en plasmidos pSym

La cepa modelo del grupo IIB, R. tropici CIAT 899, fue originalmente aislada
de suelos acidos de Brasil y Colombia (Martinez-Romero et al., 1991). Esta cepa,
ademas de compartir las caracteristicas descriptas anteriormente para la
especie, es intrinsecamente tolerante a metales pesados (Ni, Pb, Co, Cu, Ar y
Cr), a concentraciones altas de sales, asi como a diversos antibioéticos como
cloramfenicol, espectinomicina, carbenicilina y estreptomicina (Graham et al.,
1982). Posee un amplio rango de hospedantes, siendo capaz de nodular, con
diferentes grados de efectividad, tanto plantas lefiosas (Albizia lebbeck, Gliricidia
maculata, Gliricidia sepium, Leucaena leucocephala y Sesbania exaltata) como
herbaceas de distintos habitos: forrajeras rastreras (Desmodium canadense),
trepadoras (haseolus vulgaris, Vigna vexillata y Macroptillum atropurpureum), de
habito semi-erecto (Vigna umbellata, Desmanthus illinoensis, Lotus

corniculatus), y plantas herbaceas erectas (Crotalaria sericiay Vigna unguiculata)

12



Monica Collavino CAPITULO I

(Hernandez-Lucas et al.,, 1995). Por otra parte, esta especie es capaz de
asociarse endofiticamente actuando como bacteria PGPR no fijadora de
nitrogeno. Asi, las bacterias de R. tropici inoculadas en plantas de maiz,
colonizan la corteza interna de la raiz en forma muy competitiva al igual que
algunas cepas de R. etli, especie naturalmente endofitica de este cultivo. La
inoculacion con rizobios produce un aumento en la altura de las plantas de
maiz hasta en un 50%, no encontrandose sin embargo actividad de reduccion de

acetileno en las plantas inoculadas (Rosenblueth y Martinez-Romero, 2004).

EL PROCESO SIMBIOTICO

La interaccion entre Rhizobium y las leguminosas es un proceso complejo,
que requiere la induccion coordinada de nuevos programas de desarrollo por
parte de los simbiontes. La asociacion se inicia con un reconocimiento
especifico, por parte de la bacteria y la planta, basado en el intercambio y
percepcion de senales que tiene lugar en la rizosfera (Niner y Hirsch, 1998). Este
reconocimiento es el primero de los multiples pasos que involucra el proceso de
simbiosis, el cual culmina con la formacion de noédulos fijadores de nitrégeno en

la raiz de la planta.

El intercambio de senales moleculares entre la planta y la
bacteria inicia el proceso simbiotico

En los estadios iniciales del proceso infectivo los rizobios reconocen la
presencia del hospedante sensando diversos compuestos del exudado radicular:
aminoacidos, azucares, acidos organicos, y compuestos fenolicos como
flavonoides e isoflavonoides. Estos compuestos actlan como quimioatractantes
y estimulan la multiplicaciéon de la poblacion rizobiana (Sadowsky y Graham,
1998). Los flavonoides son especificamente reconocidos por el factor de
transcripcion NodD de la bacteria, el cual induce la transcripcion de los
operones nod. Los productos de estos genes sintetizan y transportan la molécula
clave en la senalizacion de la interaccion simbiotica, el factor Nod (Spaink y
Lugtenberg, 1994). El reconocimiento de esta molécula por la planta induce la
formacion de las estructuras de infecciéon y los primeros estadios de formaciéon

del nodulo (Figura 1). Ademas, este factor es capaz de inducir la via de sintesis
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de flavonoides en la planta estableciendo un sistema de retroalimentacion
positivo (Bladergroen y Spaink, 1998).

Los factores Nod son quitooligosacaridos de bajo peso molecular constituidos
por una sucesion de residuos (3-5) de B-1,4 N-acetil-D-glucosamina, los cuales
portan un acido graso en el extremo no reducido (Figura 1). Cada especie de
Rhizobium produce un conjunto de factores Nod con diferentes modificaciones
(acetilacion, fucosilacién, sulfatacion) en los extremos de la molécula. La
especificidad de la interaccion rizobio-leguminosa esta determinada por el
reconocimiento especifico de dicha estructura y por la naturaleza de la senal
fendlica de la planta (Schultze y Kondorosi, 1998). En las especies R. tropici,
Retli y R. gallicum bv. phaseoli la actividad de los transportadores ABC
especificos para la asimilacién de los exudados de poroto es importante para el
reconocimiento temprano en la interaccion con esta leguminosa (Rosenblueth et
al., 1998). Se han comparado los diferentes factores Nod de los rizobios
nodulantes de poroto, encontrandose una poblacion de moléculas muy
heterogénea (Laeremans y Vanderleyden, 1998). La especie R. tropici sintetiza
factores pentaoligosacaridos metilados, agrupados como hidrofilicos, los que
contienen un grupo sulfato, o factores neutrales por carecer de esta
modificacion (Poupot et al., 1993). La metilacion del factor, mediada por la
actividad de la proteina NodS, es determinante en el rango de hospedante de R.
tropici, observandose que los mutantes NodS- de esta especie son deficientes en
la nodulacion de las leguminosas Phaseolus vulgaris y Leucaena leucocephala
(Waelkens et al., 1995).

A nivel genémico, se ha caracterizado la region del plasmido pSym que
contiene los genes comunes de nodulacién nodABC y uno de los alelos nodD en
R. tropici. La especie posee cuatro copias de este gen, si bien solo en uno se
observa la actividad de induccion de la transcripcion (van Rhijn et al., 1993). Por
otra parte, el gen nodA considerado como funcionalmente conservado entre los
rizobios (Kondorosi et al., 1984) no es funcionalmente equivalente entre las
especies S. meliloti y R. tropici y la variacion alélica observada en esta ultima
especie contribuye al reconocimiento en los diferentes hospedantes (Debellé et

al., 1996).
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Figura 1: Intercambio de sefiales durante la interaccion simbiética. Los flavonoides
presentes en el exudado radicular en conjunciéon con el activador transcripcional NodD
inducen la expresién de los genes nod, los cuales codifican para las proteinas
responsables de la sintesis y transporte del factor Nod. En la planta, la percepcion de
esta molécula sefial induce una serie de respuestas que inician el proceso de infeccion y

la formacion del nédulo.

La percepcion y traduccion del factor Nod

La presencia del factor Nod es percibida en primera instancia por las células
epidérmicas en la region de los pelos emergentes, esto es, en la zona susceptible
a la infeccion. Los estudios de electrofisiologia y microscopia demuestran que el
factor induce en pocos segundos, la entrada de Ca2?* y la depolarizacion
transciente de la membrana asociada a la salida de Cl- y K+. Estos cambios son
seguidos por la alcalinizaciéon del citoplasma y, luego de unos pocos minutos, de
la oscilacion periédica de Ca2* en la region perinuclear (Ehrhardt et al., 1996).
En forma subsiguiente, se observa el rearreglo de los filamentos de actina que
originan el engrosamiento y la redireccion del crecimiento en la punta del pelo

radicular, la induccion de los denominados genes de expresion temprana
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(ENOD, early nodulin genes) y la reactivacion de la division mitética de las
células corticales (Truchet et al., 1991).

Estudios genéticos y fisiologicos sugieren que existen dos niveles de
percepcion del factor Nod, una entrada especifica que reconoce las
modificaciones de cada especie de factor, permitiendo la invasion de las
bacterias en el pelo radicular, y un segundo nivel de reconocimiento menos
especifico que media la deformacion del pelo radicular y la division de las
células corticales (Ardourel et al, 1994). Si bien actualmente no se conoce la
naturaleza exacta y el numero de los receptores involucrados en estos
reconocimientos, el analisis de mutantes en las leguminosas Medicago
truncatula, M. sativa, Lotus japonicus y Pisum sativa ha permitido la
identificacion de una familia de receptores, capaces de iniciar las respuestas
mediadas por la presencia del factor Nod. (Stracke et al.,, 2002; Endre et al.,
2002; Radutoiu et al., 2003; Ané, 2004; Lévy, 2004). Varios de los componentes
descriptos para la via de traduccion del factor Nod controlan ademas la
senalizacion en el proceso de micorrizaciéon. De acuerdo a los modelos de
regulacion propuestos actualmente, ambos procesos parecen estar regulados
por multiples componentes que incluyen entre otros, proteinas con dominios
extracelulares LysM de unién a peptidoglicanos posiblemente responsables del
reconocimiento directo del factor NoD (NFR1 y NFRS5), serina/treonina kinasas
que activan la cascada de senalizacion de la nodulacion en las células (SyRM,
NORK, DMI2), proteinas de canales ionicos (DMI1), proteinas de union a Ca-
calmodulina (DMI3), y las proteinas G y fosfolipasa C, probablemente implicadas

en la oscilacion de calcio (Riely et al., 2004).

Infeccion y formacion del nédulo

En los rizobios, los procesos de infeccion y formacion del nédulo ocurren en
forma simultanea. Teniendo en cuenta la gran variedad de mecanismos de
infeccion que existentes (Sprent, 1992), se describe a continuacion la via de
infeccion mas comun en las leguminosas y los eventos tempranos de formaciéon
del nodulo.

En la mayoria de los sistemas de nodulacion estudiados, la entrada de los

rizobios se realiza a través de los pelos radiculares. La adhesion de los rizobios a
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la raiz, consta de dos etapas, primeramente se observa una union labil mediada
por las ricadesinas bacterianas (Smit et al., 1989). Mas tarde, la unién se torna
especifica principalmente por la intervencion de dos tipos de proteinas, las
lectinas, sintetizadas por las leguminosas, que parecen tener un papel
importante en el contacto inicial y en el reconocimiento especifico del huésped
(Hirsh, 1999), y las fibrinas de celulosa bacterianas que conforman un biofilm
alrededor del pelo radicular (Gage, 2004).

En respuesta a la adhesion bacteriana se produce la curvatura de los pelos
en la region de la raiz susceptible a la infeccién (Figura 2). En esta cavidad, en
la cual quedan atrapados los rizobios, la pared de la célula comienza a
degradarse, originando una entrada para la infeccion, mientras una nueva
estructura tubular, denominada hilo de infeccion, se origina por la invaginacion
de la membrana plasmatica y crece por la deposicion de pared celular dada por
el aporte coordinado de ambos simbiontes (Gage, 2004). El hilo, conteniendo las
bacterias, crece hacia la base del pelo, y subsecuentemente se ramifica, en
diferentes grados, a medida que se dirige al cortex radicular (Stougaard, 2000).
Previo a la llegada del hilo, en la region opuesta al protoxilema, las células
corticales se desdiferencian y se reactiva la division celular, formandose de esta
manera el primordio nodular. Posteriormente, las bacterias presentes en el hilo
son liberadas por un proceso de endocitosis en las células del primordio,

comenzando el proceso de diferenciacion bacteriana (Oke y Long, 19994).

Nodulos de crecimiento determinado e indeterminado

Actualmente, se asume que las caracteristicas de infeccion y el patron de
formacion del nodulo esta determinado por la planta hospedante (Kijne, 1992).
Si bien las estructuras nodulares comparten caracteristicas anatémicas e
histologicas basicas, existen dos sistemas diferentes de organogénesis, los
nodulos determinado e indeterminado. Las principales diferencias entre estos
sistemas se encuentran relacionadas con el origen de las células que reasumen
las divisiones celulares y con la diferenciacion en el nédulo maduro.

En la figura 2 se presenta un esquema comparativo del proceso de

organogénesis en ambos tipos de nédulos.
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Formacioén hilo
de infeccion

Organogénesis Penetracion

células hilo de infeccion

meristematicas  bacterias

A Y

pelo radicular

células
corticales
en division

células
meristematicas hilo de infeccion

Figura 2: Principales eventos de infeccion y organogénesis. Se esquematizan los
diferentes cambios morfolégicos que se observan en la raiz y que conducen a la

formacién del nédulo determinado (panel superior) e indeterminado (panel inferior).

En los noédulos indeterminados, el primordio inicia su formacion por la
reactivacion de las células corticales internas y el nédulo maduro se caracteriza
por tener un meristema apical persistente que da origen a tejidos con diferentes
grados de desarrollo (Hadri et al., 1998). En este sistema, las células corticales
externas también se activan, formando estructuras pre-infectivas, denominadas
puentes citoplasmaticos o hilos preinfectivos (PITS) (Figura 2 panel inferior).
Estas estructuras consisten en columnas de forma coénica radialmente
orientadas en el citoplasma y su formacion es esencial para la nodulacion
efectiva en los nodulos indeterminados (Kijne, 1992). Para llegar al primordio, el
hilo de infeccion, atraviesa estas células avanzando a través del eje de los
puentes y su crecimiento es acompanado por modificaciones de la pared celular
(van Spronsen et al., 2001). En los eventos de inicio y crecimiento del hilo
infectivo, los componentes de membrana bacteriana como lipopolisacaridos,

exopolisacaridos y polisacaridos capsulares cumplen un rol activo, si bien el
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mecanismo de accion en algunos casos no esta dilucidado (Gage, 2004). Al llegar
al primordio nodular, el hilo de infeccion se localiza en la zona contigua al
meristema, y forma una red ramificada que penetra las células en la zona de
infeccion (Gage, 2004).

Las plantas que forman este tipo de nédulos, son principalmente leguminosas
de clima templado, como los géneros Medicago, Trifolium y Vicia. A nivel
molecular, los factores Nod que inducen la nodulacion en estas plantas se
distinguen por presentar acidos grasos poli-insaturados, mientras que los
rizobios que inducen nodulos determinados portan acidos grasos saturados o
monoinsaturados (Kamst et al., 1998). Recientemente se encontré que la adicion
de acido salicilico, el cual interfiere en la senalizacion de las oxilipinas, inhibe la
nodulacién en los sistemas indeterminados por lo que se especula que los
acidos grasos poli-insaturados actiian como moléculas de reconocimiento
mediante la conversion a oxilipinas (van Spronsen, 2003).

En el sistema determinado el nédulo se caracteriza por poseer un meristema
esférico central que origina una estructura globosa. En el nédulo maduro el
meristema no es evidente y las divisiones celulares cesan, por lo que el
crecimiento se produce a expensas de la expansion celular. Las plantas que
originan estos nédulos pertenecen a géneros de clima sub-tropical a tropical,
tales como Phaseolus, Glicine, Sesbania y Lotus. En estas plantas, la presencia
del rizobio, induce el encurvamiento del pelo apenas este emerge, por lo que el
hilo de infeccion se inicia en la base del mismo (Hadri et al., 1998). En forma
simultanea se produce la division en células de la corteza externa, ubicadas en
la vecindad de la region infectiva, para iniciar la formacion del primordio
nodular (Figura 2 panel superior). Mas tarde, la actividad de las células del
periciclo y de la corteza se reactiva, originando los haces vasculares del nédulo
(van Spronsen, 2001). El centro del primordio es infectado rapidamente por el
hilo de infeccion principal. De acuerdo con observaciones citologicas recientes,
se propone que el mecanismo de invasion contintia con el crecimiento del hilo y
la ramificacién del mismo, primero en ramas intercelulares y posteriormente en
ramas intracelulares que penetran las células de la periferia del nédulo en

multiples direcciones (Cermola et al., 2000).
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Endocitosis y diferenciacion de la bacteria

Los rizobios que colonizan el nédulo se diferencian a un tipo diferente de
célula, denominado bacteroide, el cual es capaz de fijar nitrogeno. La
transformacion comienza luego de la liberacion de las bacterias en el citoplasma
celular por un proceso semejante a la endocitosis (Oke y Long, 19992). La
ultraestructura de este proceso ha sido estudiado en numerosos rizobios (Figura
3.). El hilo de infeccion crece hasta alcanzar las células del primordio, en este
momento la sintesis de la pared celular del hilo de infeccién se detiene, y el
extremo del hilo queda rodeado por la membrana plasmatica. Esta region se
agranda por la continua fusion de vesiculas derivadas del Golgi. Las bacterias
en el interior son envueltas por la membrana de la célula vegetal y mas tarde
esta estructura se independiza formando wuna wunidad peribacteroidal o
simbiosoma (Verma y Hong, 1996).

Luego de la liberacion, la diferenciacion de la bacteria puede seguir dos
patrones de desarrollo diferentes entre si. En los nodulos indeterminados, los
bacteroides son liberados a células de la region infectiva las cuales han detenido
su division y por ende las bacterias liberadas al citoplasma se dividen una o dos
veces antes de la diferenciacion. En estos nédulos los simbiosomas son en
general unibacteroidales, si bien incrementan varias veces su tamano (S.
meliloti) y sufren cambios de morfologia, asumiendo formas distorsionadas (R.
leguminosarum trifoliiy (Vasse et al, 1990). En contraste, en los nodulos
determinados las células infectadas se encuentran en division activa, por lo cual
las bacterias liberadas sufren varios ciclos de division antes de la diferenciacion
(Oke y Long, 19993). En estos nodulos, los simbiosomas multibacteroidales son
frecuentes, y los bacteroides conservan su tamano original. Se ha observado que
uno de los mecanismos de origen de estas estructuras multiples es la fusion de

simbiosomas jovenes (Cermola et al., 2000).
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membrana

bacteroide bacteroidal

membrana
plasmatica

membrana espacio o
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Figura 3: Endocitésis de las bacterias en las células del ndédulo. Las bacterias
presentes en el hilo de infeccion son liberadas al citoplasma vegetal en un proceso
similar a la endocitosis. Luego de la liberacién al interior de la célula, los bacteroides
conforman una unidad bacteroidal o simbiosoma, el cual puede estar formado por uno o
mas bacteroides. En el panel de la izquierda se presenta la micrografia electrénica de un

simbiosoma de R. tropici.

Durante el desarrollo del noédulo, las células infectadas incrementan su
volumen, lo que permite que el niumero de simbiosomas aumente, ocupando la
mayoria del citoplasma celular. (Verma y Hong, 1996). La estructura nodular
presenta, acorde a estudios de ultraestructura, zonas con distintos grados de
desarrollo en las cuales los bacteroides se encuentran en progresivos estados de
diferenciacion: jovenes en division, en proceso de diferenciacion, fijadores y
finalmente senescentes (Figura 4). En los nédulos indeterminados de forma
alargada, las regiones presentan grados de desarrollo mas avanzado a medida
que se alejan del apice meristematico (Vasse et al., 1990). Recientemente se ha
determinado, mediante observaciones histologicas, que en los mnoddulos
determinados existe un componente espacial de desarrollo. Durante la
organogénesis se observan dos regiones con diferentes grados de diferenciacion,
la region periférica y la central. En la region periférica se localizan,

principalmente, células pequenas con pocos simbiosomas los cuales presentan
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en general bacteroides no diferenciados. Desde la periferia al centro se observa
un gradiente de células en progresivo desarrollo. La regién central del nodulo en
desarrollo se encuentra formada por células completamente infectadas, con
simbiosomas diferenciados y en general multibacteroidales. Finalmente, los
primeros signos de senescencia, evidenciados por la lisis de las células
infectivas, se observan en la region central del nédulo maduro (Patriarca et al.,

2002).

células
meristematicas

bacteroides jovenes

simbiosémas liberacion .
bacteroides

granulos
de almidon

anescentas divisidon
haces vasculares haces vasculares
diferenciacion

simbiosomas

multibacteroidales Granulos

de almidon

simbiosomas
senescentes

simbiosomas

fijacion ! !
unibacteroidales

células no
Infectadas

simbiosomas
senescentes

bacteroide senescencia

Figura 4: Estructura general de un nédulo maduro. Se indican las zonas con
diferentes grados de desarrollo descriptas en los nédulos determinados (panel
de la izquierda) e indeterminados (panel de la derecha). Modificado de Patriarca
et al., 2002.

Funcionamiento del nodulo

El proceso de diferenciacion descripto anteriormente, culmina con Ila
formacion de bacterias que detienen su division y son capaces de sintetizar los

componentes necesarios para la fijacion y exportacion del nitréogeno a la célula
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vegetal. A continuacion se describen los componentes principales implicados en

el proceso y algunos de los procesos metabélicos lo condicionan.

Fijacion de nitrogeno

En parrafos anteriores se describio estructuralmente el complejo nitrogenasa.
Esta enzima cataliza la reduccion del nitrégeno atmosférico a amonio, acoplada
a la hidrolisis de ATP. Si bien algunos autores proponen que la estequiometria
de la reaccion no esta determinada en forma concluyente (Rees y Howard,

2000), en la actualidad se expresa segun la siguiente ecuacion:
N2 + 8H* + 8e-+ 16ATP ———» 2NHs3 + 8H2 +16ADP + 16Pi

El inicio del proceso de fijacion es diferente acorde al tipo de nédulo formado.
La reduccion de nitrégeno en el sistema indeterminado se inicia cuando los
bacteroides se encuentran completamente diferenciados, por lo cual la actividad
de la enzima es evidente en la region III del nodulo (Soupene et al., 1995). En el
sistema determinado la fijacion se observa en etapas tempranas de la liberacion.
Asi, en nodulos de soja, la actividad nitrogenasa se detecta en nodulos jovenes
en los cuales la mayoria de los bacteroides se encuentran en division activa
(Patriarca et al., 2002).

El complejo nitrogenasa es capaz de reducir sustratos alternativos que
presentan triples enlaces en posicion terminal, moléculas pequenas como el
acetileno, el cianuro y azidas, los cuales actian como inhibidores no
competitivos de la reduccion de nitrogeno. La reduccion de acetileno a etileno se
utiliza comunmente como medida de la actividad de la enzima (Turner y Gibson,

1980).

Metabolismo de carbono

La reduccion de nitrogeno requiere gran cantidad de energia la cual es
aportada por los productos de la fotosintesis de la planta. Por lo tanto, la
asimilacion del carbono es un elemento central en el proceso de fijacion. Los
fotosintatos entran al nédulo en forma de sacarosa, la cual es metabolizada por

la enzima fosfoenolpiruvato decarboxilasa (PEPC) en acidos dicarboxilicos
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(fumarato, sucinato o L-malato) para poder ser utilizados por las enzimas del
ciclo de Krebs. Estos acidos son incorporados al bacteroide mediante el sistema
de transporte dct presente en la membrana bacteroidal. Dentro del bacteroide, el
malato es oxidado a piruvato, el cual puedes ser aminado a alanina o convertido
a acetil-CoA. La coenzima ingresa al ciclo del acido tricarboxilico para generar
poder reductor o alternativamente se utiliza para la sintesis de
polihidroxibutiratos (Poole y Allaway, 2000). La presencia de granulos de reserva
como polihidroxibutiratos o de glicogenos es numerosa en los nodulos
determinados (Patriarca et al.,, 2002). Los mutantes de las especies R. etliy R.
tropici afectados en la sintesis de estos granulos de reserva muestran una
actividad de nitrogenasa aumentada, lo que indica una competencia por el
poder reductor entre la nitrogenasa y las estructuras de reserva (Cevallos et al.,

1996, Marroqui et al., 2001).

Oxigeno: mecanismos de proteccion

La actividad de la nitrogenasa es altamente sensible a la presencia de
oxigeno. El control estricto de la tensién de oxigeno en el nodulo permite, por
una parte, mantener el flujo energético a través de la respiracion, aerobia en los
rizobios, protegiendo ademas la actividad enzimatica. Este control comprende
varios mecanismos, uno de los principales es la barrera fisica en la corteza
interna del nodulo que impide la difusion de oxigeno al interior del mismo
manteniendo una concentracion no mayor de 30nM. Otro elemento de control
de la disposicion de oxigeno es la proteina hémica leghemoglobina. Esta
nodulina tardia, abundante en las regiones fijadoras del nodulo, es responsable
de mantener los niveles bajos de oxigeno libre y posibilitar el transporte de este
elemento a los bacteroides diferenciados (Hunt y Layzell, 1993; Crespi y Galvez,
2000).

Como resultado de los mecanismos de control, la tensiéon de oxigeno en el
bacteroide es baja, por ende la simbiosis requiere una cadena respiratoria de
alta afinidad. La citocromo terminal oxidasa cbb3, codificada por el operén
bacteriano fixNOQP, es descripta como una de las citocromos oxidasas que

actuan en la simbiosis (Soberon et al., 1997).
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El nitrogeno como regulador de la fijacion

El nitrogeno es a la vez el producto y el regulador principal en el proceso de
fijacion. En vida libre, los rizobios son capaces de asimilar este elemento en
diferentes formas: amonio, nitratos, nitritos y aminoacidos. Durante la
simbiosis, la presencia de nitrogeno combinado en bajas concentraciones
favorece el proceso, aumentando la velocidad de crecimiento de las plantulas e
incrementando el numero y eficiencia de los nodulos. Por el contrario, la
presencia de nitrégeno en concentraciones altas incide negativamente tanto en
la nodulacioén, reduciendo el numero de sitios infectivos y el desarrollo del
nodulo, asi como en el funcionamiento del nédulo (Zahran, 1999). El nitrégeno
combinado inhibe la actividad de la nitrogenasa, esta accion puede ser indirecta
a través de la conversion a glutamina o mediante la regulacion del aporte de
oxigeno o carbono por la planta (Streeter, 1988). Asimismo, el amonio o nitrato
actian disminuyendo la sintesis de la enzima. La proteina NifA activa la
transcripcion de los genes nif encargados de la sintesis de la nitrogenasa. En la
especie S. meliloti, la expresion del gen nifA depende del sistema de dos
componentes FixL-FixJ y es regulado negativamente por el amonio a través del
sensor FixL (Noonan et al., 1992).

Por ende, en los rizobios la fijacion y asimilacion de nitrogeno no son
procesos simultaneos, siendo esencial la regulacion negativa de la asimilacion
de nitrégeno durante la diferenciacion del bacteroide, previo o durante el
comienzo del proceso de fijacion (Patriarca et al.,, 2002). Por otra parte, el
amonio producido en los nédulos normales actia como senal sistémica que
inhibe el inicio de nuevos sitios de infeccién en la raiz (Streeter, 1988). Asi, se
ha observado en diferentes especies bacterianas que los mutantes afectados en
su capacidad de fijar efectivamente (Fix’), presentan mayor numero de nédulos
comparado con una nodulacién normal (Hirsch et al, 1983; Newman et al.,

1994; Djordjevic et al., 1996; Riccillo et al., 2002).

Exportacion de Nitrogeno

A diferencia de los diazotrofos libres, los rizobios liberan la mayor parte del
nitrogeno fijado para ser utilizado por las células de la planta. La forma de

exportacion, organica o inorganica, y el mecanismo de transporte es discutido
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actualmente. Los ensayos in vitro realizados con simbiosomas aislados difieren
en los productos exportados. Los compuestos nitrogenados secretados son
principalmente el amonio y/o el aminoacido alanina, dependiendo de las
condiciones del ensayo (ej. concentracion de amonio, densidad de bacteroides) y
de la especie bacteriana en estudio (Waters et al., 1998; Poole y Allaway, 2000).
Por otra parte, se propone que el glutamato integra un ciclo de intercambio de
aminoacidos entre la bacteria y las células vegetales en nédulos de arveja
(Lodwig et al., 2003). De acuerdo con esta hipotesis, la planta provee al
bacteroide de glutamato, junto a los dicarboxilatos. El glutamato induce la
transaminacion del oxalacetato o piruvato para la produccion de aspartato y
alanina respectivamente. Estos aminoacidos son exportados junto al amonio
para la sintesis de asparagina en la célula vegetal.

Con respecto a los mecanismos de transporte, se ha propuesto que los
nitratos difunden pasivamente a través de la membrana peribacteroidal para ser
convertidos a amonio en el espacio peribacteroidal (Udvardi y Day, 1997). Los
compuestos nitrogenados, amonio o nitrato, son secretados fuera del
simbiosoma por canales especificos presentes en la membrana peribacteroidal
(Tyerman et al.,, 1995; Mouritzen et al., 1997). En el citoplasma celular el
amonio es rapidamente asimilado por el sistema GS-GOGAT, glutamino
sintetasa y glutamato sintasa, ruta principal de la asimilacion de nitrégeno en la
planta (Schubert, 1986).

El producto de la fijacion transportado fuera del nodulo depende de la especie
hospedante. En las plantas de clima templado, los productos de transporte son
principalmente asparagina y glutamina. Al considerar las leguminosas de clima
tropical, los mayores solutos transportados son los ureidos: alantoina y acido
alantoico. En estas plantas los aminoacidos producidos por la fijacion de
nitrogeno son incorporados a la sintesis de novo de las purinas y posteriormente
degradados por la via de oxidacion mediada por la enzima xantina
deshidrogenasa. Como resultado, en estos nodulos se observa la induccion de
los genes de la planta implicados en el metabolismo de las purinas (Atkins et al.,

1997; Smith y Atkins, 2002).
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Genes participantes en la interaccion simbiodtica

En la seccion anterior se describe la secuencia de eventos que componen el
proceso simbi6tico y algunos mecanismos moleculares implicados. Cada uno de
estos eventos es dirigido por la accion coordinada, en espacio y tiempo, de la
expresion génica de ambos simbiontes (Hirsch, 1992; Schultze y Kondorosi,
1998). Mediante técnicas bioquimicas y moleculares se han identificado
numerosos genes que se expresan particularmente durante este proceso, a
continuacién se presentan algunos de los genes utilizados como marcadores

moleculares de cada una de las etapas del proceso.

Nodulinas de la planta

Las nodulinas, genes de la planta que se inducen durante el proceso
simbiotico, han sido identificadas en numerosas especies de leguminosas. Las
mismas se clasifican de acuerdo a su expresion temporal: las nodulinas
tempranas (ENOD) se expresan los primeros dias de la infeccion, en el periodo
previo o durante la iniciacion del primordio nodular, mientras que las nodulinas
tardias se activan durante el periodo de maduracion del nédulo, en el inicio o
durante el proceso de fijacién (Nap y Bisseling, 1990).

Si bien estos genes fueron identificados en base a su expresion diferencial en
el nodulo, actualmente se conoce que la mayoria de las nodulinas se expresan
en tejidos no simbidticos (Hirsch et al., 2001). La expresion de la nodulina
ENOD40, por ejemplo, es critica para la formacién del primordio nodular, sin
embargo la misma se encuentra como un activador de la division celular en
otras regiones meristematicas de la planta (Kouchi y Hata, 1993; Crespi et al,
1994). En forma similar, los genes de hemoglobinas, nodulinas tardias
conocidas como propias del nodulo, son homoélogas a proteinas de plantas no
leguminosas (Hirsch et al., 2001).

La identificacion de las nodulinas se ha realizado con la aplicacion de
meétodos muy variados, incluyendo expresion diferencial de bibliotecas de ARN
mensajeros, seleccion diferencial en placa, genoémica funcional y mutagénesis de
plantas modelos (Crespi y Galvez, 2000). Actualmente el uso de técnicas
bioinformaticas aplicadas a las secuencias de expresion, ESTs, disponibles para

varias leguminosas permite una vision global de los genes activos en el proceso
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simbiédtico (Stougaard, 2000). En relacion con la funcion que cumplen las
nodulinas identificadas, los roles probables asignados se basan principalmente
en su expresion espacio-temporal durante la diferenciacion del nodulo y a la
similitud de secuencia con proteinas conocidas (Crespi et al., 2000). Como
ejemplo, la mayor parte de las nodulinas tempranas son homoélogas a
glicoproteinas ricas en hidroxiprolinas (HPRG) presentes en la base de datos.
Estas proteinas se asocian a la pared celular y probablemente cumplen funcion
en la formacion del hilo de infeccién (Hadri y Bisseling, 1998; Lhuissier et al.,
2001). En las etapas tardias de nodulacion las nodulinas identificadas se
relacionan con los procesos de: biogénesis de la membrana peribacteroidal
(proteinas GTP, nodulinas 23, 24 y 26 componentes de la membrana),
proteccion de la nitrogenasa (familia de leghemoglobina), metabolismo de
carbono e incorporacion de nitrégeno (sacarosa sintasa, GS-GOGAT, uricasa)
(Crespi y Galvez, 2000).

En relacion con el analisis de estos genes mediante técnicas de genética
molecular, los estudios de analisis funcional y de mecanismos de regulacion de
las nodulinas son reducidos. Recientemente, el clonado de algunos de los genes
simbioticos ha permitido la caracterizacion genética de los mismos (Schauser et
al.,, 1999; Endre et al, 2002; Stracke et al., 2002). En la tabla 4 se presentan
algunas nodulinas en las que se realizaron estudios funcionales, indicando las
diferentes etapas simbiodticas en las que participan (Crespi et al., 2000; Stougard

et al., 2000).
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Tabla 4: Caracteristicas funcionales de algunas nodulinas implicadas en las

diferentes etapas de desarrollo del nédulo.

Proteina o Funcion Etapa del Rol en la planta, fenotipo y
gen proceso referencia
Lectina de Adhesion Adhesion Extiende el rango de huésped de
soja, Lel celular bacteriana L. corniculatus a B. japonicum
formando noédulos vacios (Van
Rhijn et al., 1998).
Alfalfa, Sintesis de la Infeccion e No requerido para la nodulacién
Enod12 pared celular invasion eficiente en alfalfa (Csanadi et al.,
1994).
L. japonicus. Regulador Iniciacién del | Mutantes nin presentan
LjNin (posible factor primordio deformacion del pelo pero no
de nodular nodulan (Schauser et al., 1999)
transcripcion)
Alfalfa, Activacion Formacién del |Su sobreexpresion provoca
Enod40 celular en la primordio aceleracion del proceso de
corteza nodulacion (Charon et al., 1997)
Alfalfa, ccs52 Inhibidor Diferenciacion |La supresion disminuye el nimero
mitético de células de la |de ciclos de divisiébn durante la
planta diferenciacién (Cebolla et al,
1999)
Mszpt2-1 Diferenciacion | Diferenciacion |La supresion detiene la
celular, factor | de células de la | diferenciacion en la zona central
de planta del noédulo e inhibe la liberacion
transcripciéon de las bacterias (Frugier et al.,
2000)
Soja, Proteinas de Diferenciaciéon [Rol en 1la Dbiogénesis de la

proteinas Rab

Arveja, rug4

union a GTP

Sacarosa
sintasa

del bacteroide

Fijacion en el
nodulo maduro

membrana peribacteroidal (Cheon
etal., 1993)

Fijacion inefectiva (Gordon et al.,
1999)

Genes simbioticos de la bacteria

Desde el punto de vista de la bacteria, el proceso simbiético implica la

colonizacion de ambientes muy diversos: la multiplicacion en la rizésfera, la
adhesion a la raiz, el crecimiento en el hilo de infeccion y finalmente la vida
intracelular en el simbiosoma. La adaptaciéon en cada una de estos nichos es

dirigida por la expresion diferencial de numerosos genes (Niner y Hirsch, 1998).
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Los genes nod, nol y noe, referidos colectivamente como nod, se relacionan
con los eventos tempranos de nodulacién. Su expresion, es inducida por el
activador transcripcional NodD, perteneciente a la familia LysR, en presencia de
los exudados radiculares especificos (Spaink et al, 1987). En algunas especies se
han observado coactivadores como SyrM o el sistema de dos componentes
NodVW (Schlaman et al., 1998). Los genes nod son responsables de la sintesis
(nodABC), modificacion (nodFE, nodHPQ, nodSU, nodH) y secrecion del factor
Nod (nodld, nolFGHI), asi como de la sintesis de algunas proteinas secretoras
(nodO, nolW, noll). En los bacteroides, los mecanismos de autoregulacion
negativa del gen nodD y la accion del represor NolR silencian la trascripcion de
los genes de nodulacion (Downie, 1998).

Previo a la liberacion de las bacterias al primordio nodular, la tension baja de
oxigeno induce la expresion de los genes nif y fix requeridos para la fijacion de
nitrogeno (Batut y Boistard, 1994). Los genes nif codifican para las enzimas
encargadas de la sintesis (nifHDK), maduracion (nifE, nifN, nifB) y actividad de
la nitrogenasa. Son genes muy conservados entre los organismos diazotrofos,
puntualmente el gen nifA, activador transcrpcional de los genes nif, esta
presente en todos los organismos fijadores (Dean y Jacobson, 1992). Los genes
fix, por el contrario, son genes especificos de la fijacion simbiotica necesarios
para el proceso de reduccion de nitréogeno, los productos de estos genes son
proteinas involucrados en la reduccion de la nitrogenasa (ferredoxinas y
flavoproteinas) o en la sintesis de cadenas respiratorias simbioticas (cbb3)
(Batut et al.,, 1989). La expresion de los genes de fijacion esta coordinada e
implica la traduccion de la senal mediada por el sistema sensor de oxigeno FixL-
J y la induccion en cascada de la expresion génica a través de la activacion de
los factores transcripcionales NifA y FixK (Foussard et al., 1997).

A partir del clonado de los genes nod y fix, la busqueda de otros genes
bacterianos involucrados en el proceso simbidtico se basé en la aplicacion de
diversas metodologias moleculares: clonado fisico, identificacion plasmidica,
mutagénesis dirigida, y finalmente la secuenciacion completa del genoma y el
analisis funcional del mismo. Como resultado, se han identificado numerosos
genes relacionados con las distintas etapas del proceso simbiético (Niner y

Hirsch, 1998). Asimismo, se ha encontrado que algunas vias metabdlicas
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relacionadas con el mantenimiento general de la bacteria son requeridas para la
nodulacién eficiente (Taté et al.,, 19992, 1999b),

Si bien los estudios relacionados con los determinantes genéticos en los
eventos de reconocimiento y de fijacibn son numerosos

al., 1998; Niner y Hirsch, 1998), se han

(van Rhijn y
Vanderleyden, 1995; Schlaman et
identificado pocos genes involucrados con las etapas intermedias de liberacion y
diferenciacion bacteriana. Recientemente, la identificacion de promotores
capaces de dirigir la expresion correcta del gen bacA, el cual se expresa durante
la maduracion del bacteroide, permitié la identificacibn de nuevos genes
relacionados con la misma etapa (Oke y Long, 1999b). Como se observa en la
tabla 1, varios de los genes implicados en la maduracion del bacteroide son
requeridos en forma diferencial durante la simbiosis dependiendo de la
leguminosa hospedante. Estos resultados permiten especular que la planta

podria participar en el proceso de formacion del bacteroide (Sutton et al., 1981).

Tabla 1: Algunos genes bacterianos necesarios para la liberacion, diferenciacion y

el mantenimiento de los bacteroides (Oke y Long, 1999Y).

Gen Especie Fenotipo simbidtico Funcion asociada | Referencia
bacA S. meliloti Las bacterias senescen | Homoéloga a la | Glazebrook
apenas invaden las | proteina SbMA de E. | et al, 1993
células del nédulo coli
dctA S. meliloti Los bacteroides se | Incorporacién de | Engelke et
degradan antes de | dicarboxilatos al., 1989
madurar
cercano | Rhizobium Forma nédulos Fix- en | Sin homologia Pooyan et al.,
a ndv TAL1145 poroto. En Leucaena los 1994
nodulos son normales
hsfA B. japonicum En caupi, nédulos Fix- | Sin homologia Chun et al,
con pocos bacteroides. En 1994
soja o siratro, noédulos
normales
nolA B. japonicum En caupi, simbiosomas | Regulador Garcia et al.,
anormales. En soja | transcripcional 1996
retraso en la
diferenciacion del
bacteroide
typA S. meliloti Requerido para la | Homoélogo a bypA, | Kiss et al,
colonizacién del nédulo en | proteina relacionada | 2004
la cepa Jemalong, no asi | a diferentes estreses
para la cepa F83005.5 de | y virulencia en
Medicago truncatula. bacterias
prsDE R leguminosarum| Nodulos Fix- en R. | Sistema de secrecion | Finnie et al.,
y S. meliloti leguminosarum bv. viciae. | tipo I 1997; York y
En S. meliloti no6dulos Walker, 1997
Fix+
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LAS PURINAS EN EL PROCESO SIMBIOTICO

La sintesis de novo de purinas en bacterias

La sintesis de las purinas es una funcion metabodlica central en todas las
células. Los productos adenosina monofosfato (AMP) y guanina monofosfato
(GMP) proveen las bases para la sintesis de los acidos nucleicos, asi como para
coenzimas esenciales (NAD, NADP, FAD), moléculas energéticas (ATP y GTP) o de
senalizacion (AMPc y GMPc). La via de novo de las purinas ha sido
caracterizada, inicialmente en los organismos procariéticos, E. coli, S.
thyphimurium y Bacillus subtilis (Ebbole y Zalkin, 1989; Zalkin y Dixon, 1992).
Posteriormente, los estudios de organizacion génica, la funcion y localizacion de
las enzimas de esta ruta se han extendido a organismos eucarioticos
principalmente a las plantas leguminosas (Senecoff et al., 1993; 1996; Smith et
al., 1998; Smith y Atkins, 2002).

En E. coli, el primer nucleé6tido de la via, inosina monofosfato (IMP), se forma
a partir de la ribosa S-fosfato activada, PRPP, en diez reacciones enzimaticas
que incorporan en forma secuencial grupos funcionales. Si bien este modelo se
mantiene en el resto de los organismos estudiados, la organizacién de las
enzimas varia substancialmente. En E. coli, los genes de la ruta central,
denominados pur, se encuentran organizados en 9 operones (Zalkin y Nygaard,
1996) que codifican enzimas monofuncionales excepto la codificada por el gen
purH que cataliza los dos ultimos pasos de la via. Mientras en las plantas la
organizacion de la ruta es similar a las bacterias, en el resto de los organismos
eucarioticos las enzimas de la sintesis de purinas son en general
multifuncionales, manteniendo sin embargo los dominios similares a sus
homologos monofuncionales procarioticos (Zalkin y Dixon, 1992; Smith y
Atkins, 2002).

Las reacciones de sintesis de los nucleétidos AMP y GMP a partir de IMP son
pasos compartidos por las vias de novo y de salvataje de purinas. La sintesis de
GMP se realiza en dos etapas codificadas por los genes guaB y gudA
sucesivamente. En el primer paso, la enzima inosina monofosfato
deshidrogenasa cataliza la oxidacion de IMP a xantina monofosfato (XMP) con la

concomitante reduccion de NAD a NADH. Posteriormente, la XMP es aminada a
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GMP por la amidotransferasa GMP sintetasa, en un proceso glutamico
dependiente que requiere ATP (Zalkin y Nygaard, 1996).

La via de las purinas responde a las alteraciones metabédlicas de la célula
sensando tanto la necesidad de nucleotidos precursores para los acidos
nucleicos como la disponibilidad externa de guanina o adenina, las cuales son
usadas preferentemente a su sintesis de novo. Asimismo, la producciéon de las
purinas debe mantenerse balanceada con la concentracion de pirimidinas
presentes en la célula (Hutchings y Drabble, 2000). En E. coli, la sintesis de
nucleotidos esta regulada por dos tipos de controles, a nivel de la actividad
enzimatica y en la expresion de los genes pur. La actividad de la enzima PRPP
amidotransferasa es retroinhibida por los productos IMP, GMP y AMP. Ademas
existe un control suplementario en la actividad de las enzimas inosina
monofosfato deshidrogenasa y adenilosucinato sintetasa mediado por los
productos GMP y AMP respectivamente (Merha y Drabble, 1981; Zalkin y
Nygaard, 1996).

A nivel de la expresion génica, PurR es el regulador que coordina la
transcripcion de los genes pur en relacion con la disponibilidad externa de
purinas (Meng et al, 1990). La union especifica de esta proteina a las
secuencias operadoras depende de la presencia de las bases guanina e
hipoxantina las cuales actuan como co-represores (Meng y Nygaard, 1990). En
los genes de sintesis de AMP y GMP la inhibicion de la transcripcion es mas
débil que en el resto de los genes pur, este patron diferencial de control le
permite a la célula reprimir la sintesis de novo de purinas manteniendo las vias
de salvataje (Zalkin y Nygaard, 1996).

En Bacillus subtilis, la expresion de los operones pur y xpt-pbuX (xantina
fosforiltransferasa y transportador de xantina) esta sujeta a un mecanismo dual
de regulacion del inicio y terminacion de la transcripcion (Christiansen et al.,
1997). Similar a lo observado en E. coli, el mecanismo de control del inicio de la
transcripcion esta regulado por la union de PurR a la secuencia operadora.
Asimismo cuando el pool de PRPP es abundante se une al regulador negativo
evitando la unioén al sitio operador y liberando la transcripcion de los genes
(Saxild y Nygaard, 1991). El segundo mecanismo de control, responde a las

bases libres hipoxantina y guanina. En presencia de estas purinas la
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transcripcion termina antes de completar el primer gen estructural de los
operones (Christiansen et al., 1997).

Recientemente, se describié un nuevo regulon de purinas en B. subtilis, XptR,
el cual comprende los operones pur, xpt-pbuX y los genes pbuG, pbuE, y nupG.
El regulon es controlado negativamente por las bases hipoxantina y guanina,
excepto para el gen pbuE. Este ultimo gen codifica para una bomba de salida de
hipoxantina, por lo que la expresion aumentada del gen resulta en la
disminucion de la concentracion celular de hipoxantina y por ende en la

induccion del regulén XptR (Johansen et al., 2003).

Vias de salvataje y catabolismo de purinas

Las vias de salvataje de purinas, caracterizadas en varios organismos
procarioticos, le permiten a la célula la utilizacion de bases y nucleésidos
preformados para la sintesis de nucleotidos. Mediante estas enzimas, los
nucleosidos son degradados a bases puricas las que a su vez son convertidas en
los nucleoétidos monofosfatos correspondientes por accion de
fosforibosiltransferasas (Xi et al, 2000). Asimismo, en algunos
microorganismos, como Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis y E. coli, las vias
de salvataje posibilitan la degradacion de las purinas para ser utilizadas como
fuentes de nitrégeno o carbono (Tyler, 1978; Christiansen et al., 1997, Xi et al.,
2000).

Las bacterias de la especie B. subtilis son capaces de utilizar las purinas
adenina, hipoxantina, xantina y guanina como unica fuente de nitrégeno
mediante la actividad de las enzimas de salvataje (Fig. 5). Las enzimas adenina
deaminasa y guanina deaminasa convierten la adenina a hipoxantina y la
guanina a xantina respectivamente. En pasos subsecuentes la xantina
deshidrogenasa cataliza las reacciones de oxidacion de hipoxantina a xantina y
la conversion de xantina a acido turico. Esta ultima reaccion es el primer paso
irreversible del catabolismo de las purinas. Alternativamente, la xantina puede
ser incorporada nuevamente a la via de sintesis de purinas como xantina
monofosfato (XMP) (Christiansen et al., 1997).

En B. subtilis existe un sistema de control coordinado entre los procesos de

salvataje y catabolismo de purinas. Los genes que codifican para las enzimas
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responsables de la degradacion purinas en conforman un regulon controlado
por el activador transcripcional PucR. El metabolismo de la xantina es regulado
por el nivel nutricional de las células, asi, durante el crecimiento con purinas o
glutamato como Unica fuente de nitrogeno, se reprime el salvataje de la xantina
y PucR actta induciendo la transcripcion de los genes de degradacion,
principalmente de la enzima xantina deshidrogenasa. Por el contrario, en
presencia de glutamato mas amonio, se induce la enzima fosforibosiltransferasa
(gen xpt) y la conversion de xantina en XMP (Christiansen et al., 1997; Schultz,
et al., 2001).

En E. coli el catabolismo de las purinas es incompleto, la bacteria es incapaz
de utilizar las purinas como Unica fuente de nitrégeno, con excepcion de la
adenina y adenosina las cuales son degradadas a alantoina, mientras que las
enzimas ultimas de la via de catabolismo no parecen ser funcionales. Asimismo
se propone que la enzima XDH cumple una funcion importante en la sintesis de
GMP a partir de adenina, pero no participa en el catabolismo aerobico de

purinas (Xi et al., 2000).

2NH,+CO, <+— Ureca <*+ Ac alantoico

Ac. urico
$XDH
ucABCD ode
Ade add » 1 *pp Xan < Gua
XDH
apl hpt xpt hpt
purB purl onaB gnalA

AMP +—sAMP+— IMP — XMP—— GMP

de n

ovo

Figura 5: Vias de salvataje (Christiansen et al.,, 1997) y catabolismo (Schultz, et al.,
2001) de las purinas descriptas en Bacillus subtilis. En cada reaccion se indican los

genes que codifican para las enzimas implicadas.
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Relacion entre la sintesis de purinas y el proceso de

infeccion en la simbiosis

Los auxotrofos para purinas de varias especies de Rhizobium presentan
diversos fenotipos defectivos en la simbiosis con sus hospedantes normales.
El paso en que se detiene el proceso de infeccion en estos mutantes depende
de la especie vegetal y del gen afectado en la bacteria (Worland et al., 1999).
En R. leguminosarum las bacterias Pur- inducen pocos hilos infectivos y la
produccion de pseudonddulos con sistema vascular central y células sin
bacterias (Newman et al.,, 1994). Estructuras similares son inducidas en las
raices de poroto por mutantes de purinas de R. etli (Noel et al., 1988; Newman
et al., 1995). El mutante Pur- caracterizado en R. NGR234 induce en raices de
Macroptilium el encurvamiento del pelo y la iniciacion de la division cortical
pero no se observan hilos de infeccion (Djordjevic et al., 1988). Si bien el
bloqueo en estos procesos simbioticos no se observa exactamente en la
misma etapa de desarrollo, los antecedentes descriptos demuestran que el
fenotipo Pur- en la bacteria afecta el proceso de infeccion (Newman et al.,
1994).

La suplementacion de las raices con AICA, forma no fosforilada del
precursor de las purinas AIRCAR, restaura alguna de las caracteristicas
simbioticas normales en los mutantes de purinas (Noel et al., 1988; Newman
et al., 1992; 1994) si bien se ha demostrado que dicha complementacion no
es total, acorde al analisis proteomico de las cepas mutantes suplementadas
(Worland et al., 1999).

Debido a los antecedentes citados, se ha propuesto que la presencia de
algun intermediario de las purinas, el S5-aminoimidazol-4-carboxamida
ribonucleotido (AIRCAR) u otro metabolito relacionado, es critica para iniciar
la infeccion y o el mantenimiento del hilo infectivo hasta la diferenciacion del

nodulo (Newman et al., 1995).
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La sintesis de guanina es esencial para la tolerancia

térmica y la nodulacion efectiva en R. tropici

En el suelo, la eficiencia de la nodulacion resulta afectada por una variedad
de condiciones adversas tales como pH extremos, limitacion de nutrientes, o la
exposicion a altas temperaturas. La respuesta a estos factores ambientales
depende tanto de la planta como de la especie bacteriana implicada en la
simbiosis. En el caso del poroto (Phaseolus vulgaris), la infeccion y la fijacion
son efectivas solo en un rango estrecho de temperaturas (Phia y Munns,
1987). Se han identificado una variedad de cepas capaces de nodular poroto
en condiciones de temperatura alta y elevados niveles de acidez y aluminio en
suelo (Hungria et al.,, 1993), de las cuales R. tropici CIAT 899 es una de las
cepas con mayor tolerancia intrinseca.

Con el objeto de estudiar las bases moleculares implicadas en la respuesta al
estrés térmico, en nuestro laboratorio realizamos la mutagenesis al azar del
genoma de Rhizobium tropici CIAT 899 por insercion del transposén Tn5-
luxAB, seleccionando los mutantes con crecimiento defectivo en condiciones de
altas temperatura. Una de las cepas seleccionadas, CIAT 899-10.T, presenta
una insercion en el gen guaB codificante de la enzima inosina-monofosfato
deshidrogenasa en la via biosintética de guaninas. Este mutante, sin embargo
no es auxotrofo para guanina en temperaturas normales de crecimiento
debido a la utilizacion de la via alternativa mediada por la enzima xantina
deshidrogenasa. Asimismo, se encontré que la suplementacion al medio con
guanina, o alternativamente con sus precursores biosinteticos en la via
alternativa, restaura la tolerancia térmica del mutante. Por otra parte, la cepa
CIAT 899-10.T presenta un fenotipo defectivo en la simbiosis (Ndv-) con poroto
y caupi. En estas plantas el mutante induce nodulos pequefios, blancos,
numerosos y distribuidos a en toda la raiz. Por observaciones microscopicas se
observa la formacion de pocos hilos de infeccion y la ausencia de bacterias
dentro de las células del nédulo (Riccillo et al., 2000). Sin embargo el fenotipo
Ndv- originado por la mutacion en el gen guaB parece depender del
hospedante implicado en la simbiosis puesto que el mutante guaB de R. tropici

es capaz de nodular normalmente plantas de Leucaena leucocephala.
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Estos resultados demuestran que la sintesis de guanina es esencial tanto
para el crecimiento en altas temperaturas de R. tropici como para la
nodulacion efectiva en poroto. Asimismo, sefialan otro compuesto de la via de
sintesis de guanina, ademas del AIRCAR, que cumple un rol importante en la

infeccion simbidtica.
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Objetivos del presente trabajo

Objetivos generales

» Investigar el rol del gen guaB de los rizobios en el establecimiento de una

simbiosis efectiva con las leguminosas hospedadoras.

» Avanzar en el conocimiento actual de los factores genéticos y bioquimicos

determinantes de la tolerancia al estrés térmico de R. tropici.

Objetivos particulares

»  Determinar la organizacion genética y el patron de expresion del gen guaB

de R. tropici.

»  Analizar el efecto de la mutacion en el gen guaB sobre la sintesis de las

proteinas de estrés térmico de R. tropici.

» Investigar en qué etapas de la interaccion simbiotica con poroto es

requerida la expresion del gen guaB de R. tropici.

»  Evaluar la importancia del gen guaB en el establecimiento de una simbiosis

efectiva en las asociaciones S. meliloti-alfalfa y R. tropici-siratro.
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CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS.

Tabla 1. Cepas bacterianas y plasmidos utilizados en este trabajo.

Cepa Caracteristicas relevantes Referencia
E. coli
DHS5a F- @80d lacZ AM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl1 Hanahan,
endAl hsdR17(rk- mk*) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 1983
relAl
S17-1 thi pro hsdR- hsdM* recA, RP4 2-Tc::Mu integrado en Simon et al,
el cromosoma 1983
S. meliloti
1021 Smr, cepa salvaje derivada de RCR2011 Meade et al,
1982
MC.1021- Nmr, auxétrofo para guanina Esta tesis
Rhizobium
tropici
CIAT899 Smr, cepa salvaje, Nod*Fix* en poroto y leucaena Martinez Romero
etal., 1991
CIAT899MC17 en el cromosoma fusion génica guaB-lacZ, el reportero  Esta tesis
lacZ en sentido opuesto al gen guaB, Nmr, Gmr
CIAT899MC18 guaB::lacZ, Nmr, Gmr Esta tesis
CIAT899MC21 ORF1::lacZ; Nmr, Gmr Esta tesis
CIAT899MC22 con fusién génica ORF1-lacZ, el reportero lacZ en Esta tesis
sentido opuesto al ORF1, Nmr, Gmr
CIAT899MC23 con fusién génica ORF2-lacZ, el reportero lacZ en Esta tesis
sentido opuesto al ORF2, Nmr, Gmr
CIAT899MC24 ORF2::lacZ; Nmr, Gmr Esta tesis
CIAT899-B y TcR, nifD, Nod*, Fix- en poroto Esta tesis
CIAT899-G
CIAT899-10.T Nmr, guaB, Ndv- Fix- en poroto Riccillo et al.,
2000
10.TMC17 guaB, fusiéon génica guaB-lacZ, el reportero lacZ en Esta tesis
sentido opuesto al gen guaB, Nmr, Gmr
10.TMC18 guaB, guaB::lacZ, Nmr, Gmr Esta tesis
10.TMC21 guaB, ORF1::lacZ; Nmr, Gmr Esta tesis
10.TMC22 guaB, fusion génica ORF1-lacZ, el reportero lacZ en Esta tesis
sentido opuesto al ORF1, Nmr, Gmr
10.TMC23 guaB, fusion génica ORF2-lacZ, el reportero lacZ en Esta tesis
sentido opuesto al ORF2, Nmr, Gmr
10.TMC24 guaB, ORF2::lacZ; Nmr, Gmr Esta tesis
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Plasmidos Caracteristicas relevantes Referencia

pIC20H Ap, lacZ, con sitios HindlIll en los extremos del sitio Marsh et al.,
multiple de clonado y un Unico sitio EcoRI. 1984

pSUP104 Cm, Tc Mob; vector de amplio rango derivado de Priefer, et al.,
PACYC184 1985

pSUP204 Ap, Cm, Tc, Mob; vector de amplio rango derivado Priefer et al.,
de pACYC184 1985

pUC-4K Ap, Km, lacZ, vector de clonado Vieira et al.,

1982

pPAB2001 Ap, lacZ, Gm, vector para la construcciéon de Becker et al.,
fusiones transcripcionales 1995

pSUP102 Cm, Tc, Mob; vector suicida en Rhizobium Simon et al.,

1986

pNM482 Ap, multiples sitios de restriccién para la construcciéon Minton, 1984
de fusiones traduccionales con el gen reportero lacZ,

pK18mob Km, lacZ, Mob+derivado de pK18, vector suicida en Schéfer et al.,
Rhizobium 1994

pMCO Ap, fragmento EcoRI (1,5 kb) conteniendo la Esta tesis
secuencia del gen guaB de R. tropici sin promotor
con Shine Dalgarno, clonada en pGem-T easy
(Promega)

pMC1 Tc, fragmento guaB derivado del plasmido pMCO, Esta tesis
clonado en el sitio EcoRI del vector pSUP204, en la
misma direccién del promotor cat

pMC2 Tc, fragmento guaB derivado del plasmido pMCO, Esta tesis
clonado en el sitio EcoRI del vector pSUP204, en
direccion opuesta al promotor cat

pMC3 Ap, fragmento comprendido entre los 400pb rio Esta tesis
arriba del ATG de guaB y 500pb de la secuencia
codificante, clonado en el vector pGem T-easy.

pMC4 Ap, fragmento guaB EcoRI-Pstl derivado del Esta tesis
plasmido pMCS3, clonado en el plasmido pNM482

pMC5 Tc, fusién traduccional guaB-lacZ derivada de Esta tesis
pMC4, clonada en el plasmido pSUP 204

pMC6 Ap; regiéon cromosomal EcoRI (8 kb) que contiene el Esta tesis
gen guaB de R. tropici, clonada en pIC20H

pMC9 Tc; region cromosomal EcoRI (8 kb) que contiene el Esta tesis
gen guaB de R. tropici, clonada en pSUP104

pMC12 Ap, fragmento BamHI (3 kb) que contiene el gen Esta tesis
guaB, derivado del plasmido pMC6, clonado en el
vector pUC-4K

pMC15 Ap, Gm, derivado de pMC12, fusién transcripcional Esta tesis
guaB-lacZ con el gen lacZ inserto en sentido
contrario al gen guaB

pMC16 Ap, Gm, derivado de pMC12, fusion transcripcional Esta tesis

guaB-lacZ con el gen lacZ inserto en el mismo
sentido del gen guaB
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pMC17

pMC18

pMC19

pMC20

pMC21

pMC22

pMC23

pMC24

pMC28

pMC29

pMC32
pMC37

pMC38

pMC39

pMC40

pMC42

pMC44

pMC46

Km, Gm, fusién transcripcional guaB-lacZ
(fragmento BamHI derivado del plasmido pMC15),
clonado en el vector pK18mob

Km, Gm, fusién transcripcional guaB-lacZ
(fragmento BamHI derivado del plasmido pMC16),
clonado en el vector pK18mob

Km, fragmento EcoRI-Sall (derivado del plasmido
pMC6) que contiene el ORF1, clonado en pK18mob

Km, fragmento Smal-Pstl (derivado del plasmido
pPMCO6) que contiene el ORF2, clonado en pK18mob

Km, Gm, derivado de pMC19, fusion
transcripcional ORF1-lacZ con el gen lacZ inserto
en el mismo sentido del gen guaB

Km, Gm, derivado de pMC19, fusion
transcripcional ORF1-lacZ, con el gen lacZ inserto
en sentido contrario al gen guaB

Km, Gm, derivado de pMC20, fusion
transcripcional ORF2-lacZ con el gen lacZ inserto
en sentido contrario al gen guaB

Km, Gm, derivado de pMC20, fusion
transcripcional ORF2-lacZ con el gen lacZ inserto
en el mismo sentido del gen guaB

Ap; fragmento del gen guaB (0.85 kb) de S. meliloti
clonado en pGEM-T easy (Promega)

Ap; fragmento del gen guaA (0.58 kb) de R. tropici
clonado en pGEM-T easy (Promega)

Ap/Km; guaB::Km derivado del plasmido pMC28

Ap; fragmento BamHI-EcoRI (1,9 kb) del vector
pVO120, conteniendo la secuencia codificante del
gen gusA, clonado en pBluescript II SK (+)
(Stratagene)

Ap/Km; fragmento BamHI-Xhol (1,5 kb) del vector
pMC1, conteniendo el gen guaB, clonado en el
vector PCR 2.1 TOPO (Invitrogen)

Cm; fragmento BamHI-HindIIl (1,5 kb) del vector
pPMC37 conteniendo la secuencia gusA, clonado en
pSUP 104

Km; fragmento EcoRI guaB::Km del vector pMC32
clonado en pK18mob

Cm; fragmento Sall- BamHI (0.34 kb) conteniendo
la secuencia promotora del gen nodA de R. tropici,
clonado rio arriba del gen gusA en pMC39 (PnodA-
gusA)

Cm; fragmento Sall- BamHI (0.28 kb) conteniendo
la secuencia promotora del gen bacA de S. meliloti,
clonado rio arriba del gen gusA en pMC39 (PbacA-
gusA)

Cm; fragmento Sall- BamHI (0.23 kb) conteniendo
la secuencia promotora del gen nifH de
Bradyrhizobium spp., clonado rio arriba del gen
gusA en pMC39 (PnifH-gusA)

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis
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pMC43 Cm; secuencia codificante del gen guaB clonada en Esta tesis
el vector pMC42 (PnodA-guaB-gusA)

pMC45 Cm; secuencia codificante del gen guaB gene Esta tesis
clonada en pMC 44 (PbacA-guaB-gusA)

pMC47 Cm; secuencia codificante del gen guaB gene
clonada en pMC46 (PnifH-guaB-gusA)

MEDIOS DE CULTIVOS

Las cepas de E. coli crecieron en medio LB (Miller, 1972) a 37°C. R. tropiciy S.
meliloti fueron crecidas a 30°C en medio rico TY (Beringer, 1974) o en medio
minimo GTS (Kiss et al. 1979). Las concentraciones de los antibiéticos utilizados
en los medios selectivos se indican en la tabla 2. Los substratos X-Gal (5-bromo-
4cloro-3-indolil B-D-galactopiranésido) y X-GIcA (5-bromo-4cloro-3-indolil 3-D-
glucuronido) se adicionaron al medio sélido en concentraciones finales de 40 pg

ml-!y 150 pg ml-! respectivamente.

Tabla 2: Antibidticos utilizados en los medios de cultivo de E. coli, R. tropici y S.

meliloti.
Antibiéticos Abreviatura Concentracion final (pg ml-1)
E. coli R. tropiciy S. meliloti

Tetraciclina Tc 10 10
Ampicilina Ap 100

Gentamicina Gm 10 50
Kanamicina Km 50

Neomicina Nm 100
Cloramfenicol Cm 34 100
Estreptomicina Sm 400

PROCEDIMIENTOS MICROBIOLOGICOS

Transformacion de E. coli

Para la preparacion de células de E. coli electrocompetentes se siguio la técnica

de Tung y Chow (1995). A partir de un cultivo de E. coli saturado, se tomé una
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alicuota de 2 ml con la cual se inoculé 400 ml de medio LB, los cultivos fueron
incubadas a 37°C en agitacion (220 rpm) hasta alcanzar una DOsoo de
aproximadamente 0.8 unidades. Luego, las células fueron mantenidas en un
sistema agua-hielo durante 30 minutos, centrifugadas a 4°C por 10 minutos a
4000 xg y posteriormente lavadas dos veces con 200 ml de glicerol 10%. Por
ultimo, el sedimento fue resuspendido en 1 ml de medio GYT (10% glicerol,
0.13% extracto de levadura y 0.25% de triptona) frio y se distribuyo en alicuotas
de 100ul. Las células competentes fueron conservadas en freezer a -80°C.

La transformacion por electroporacion se realizé utilizando un equipo Gene
Pulser (BioRad) en cubetas de 0.2 ml de acuerdo a las indicaciones de los
fabricantes (25pF, 200Q, 2.5kV). Luego de la transformacion, las células fueron
resuspendidas en 700ul de medio LB e incubadas en estufa a 37°C durante 45
min. Finalmente, las bacterias fueron plaqueadas en medio LB/agar

suplementado con el antibi6tico correspondiente.

Conjugacion bacteriana

La transferencia de los plasmidos a las cepas de Rhizobium fue realizada
mediante conjugacion bacteriana de acuerdo a la técnica descripta por Simon et
al. (1989). En el sistema de conjugacion triparental, los cultivos de la cepa cepa
DHS5a conteniendo el plasmido a transferir —-donadora- y de la misma cepa con
el plasmido pRK2013 que porta los genes para permitir la transferencia de
material fueron crecidas hasta fase exponencial temprana (0.3 a 0.5). A una
alicuota de estos cultivos (0.3 ml) se le agrego 0.7 ml de un cultivo de 12 hs de
la cepa receptora de Rhizobium. Las bacterias fueron crecidos en medio rico, LB
para E. coli y TY para los rizobio, suplementados con los antibioticos
correspondientes. La mezcla fue centrifugada a 2500 rpm por 3 minutos y el
sedimento bacteriano fue resuspendido suavemente en 5S0ul de medio TY. La
suspension fue sembrada en placa de medio TY e incubada en estufa a 28°C
durante 12 horas. El crecimiento bacteriano fue resuspendido en medio TY
liquido y plaqueado en medio TY/agar suplementado con los antibioticos
adecuados. En todos los casos se mantuvieron como control las cepas

procesadas por separado y plaqueadas en el mismo medio.
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En el sistema de conjugacion biparental el procedimiento experimental fue el
mismo excepto que se utilizo como donadora la cepa S17-1 que porta los genes

de transferencia de material genético integrados al cromosoma.

Curvas de crecimiento en medio minimo

En los ensayos de crecimiento en medio liquido las bacterias fueron crecidas en
medio minimo GTS a 28°C hasta fase exponencial tardia, a partir de estos
cultivos se tomaron alicuotas que fueron diluidas en 20 ml de medio fresco con
una densidad optica a 600nm (DOego) de 0.05 unidades. Los cultivos se
mantuvieron en agitacion (200 rpm) a 28°C, o a 38°C para los ensayos de estrés
térmico. Los nucledtidos —guanina, xantina, adenina e hipoxantina (Sigma)- y el
allopurinol (4-hidroxipirazolo-3,4 pirimidina, Sigma), inhibidor especifico de la
enzima Xdh, fueron adicionados al medio en concentraciones finales de 0.14mM
y 1mM respectivamente, acorde con lo descripto por Riccillo et al. (2000). En
todos los ensayos el crecimiento del cultivo fue seguido por medicion de la DOeoo

en el tiempo y cada tratamiento fue realizado al menos dos veces.

Ensayos de tolerancia a estrés térmico en medio agarizado

Los ensayos de tolerancia térmica en medio solido fueron realizados de acuerdo
al siguiente procedimiento: a partir de cultivos en fase exponencial temprana
(0.3 a 0.5 unidades) se realizaron diluciones 10-1 y 102 y se tomaron alicuotas
de 2 ul que fueron sembradas -como gotas- en medio GTS/agar e incubadas en

estufa a 39°C.

Determinacion de la actividad metalobetalactamica en R. tropici

Se analizé la presencia de metalobetalactamasas expresadas por la cepa R.
tropici CIAT899 determinando la capacidad de la misma de hidrolizar el
Imipenem, un antibiotico beta-lactamico del tipo Carbapenem. La sensibilidad
de las cepas al Imipenem se analizo mediante un antibiograma utilizando la
técnica de difusion en fase soélida siguiendo las normas recomendadas por el
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2001).

Las cepas analizadas, R. tropici CIAT899 y los controles E. coli DHSa -sensible- y
Stenotrophomonas maltophilia —-resistente- fueron crecidos en medio agarizado

TY o LB —en el caso de E. coli-- Con un ansa se tomaron colonias aisladas de
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cada cultivo y se resuspendieron en 5 ml de soluciéon fisiologica estéril hasta
lograr una suspension con una DO600 de 0.3 unidades. La suspension
bacteriana fue absorbida por un hisopo estéril el cual fue aplicado en toda la
superficie de una placa con 25 ml de medio Mueller-Hinton (pH 7.2) (Mueller y
Hinton, 1941).

En cada placa sembrada se aplicaron dos discos de 10 ug de Imipenem
(Britania) separados con una distancia suficiente para evitar la superposicion de
los halos. Luego de la colocacién de los discos, las placas fueron incubadas
invertidas a 35°C hasta observar el crecimiento de las cepas. El diametro de los
halos de inhibicion de las cepas analizadas se comparé con los puntos de corte
para discos de 10 ug de Imipenem los cuales presentan los siguientes valores:
susceptible > a 16 mm, intermedio de 14 a 15 mm y resistente < 13 mm de

diametro.

TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Extraccion y purificacion de ADN
Extraccion de ADN total

La preparacion de ADN total se realiz6 de acuerdo al método de Meade et al
(1982) modificado para pequefios volumenes. Una alicuota (1 ml) de un cultivo
de 12 hs fue centrifugada a 10000 xg durante 3 minutos, el sedimento
bacteriano fue lavado con 0.5 ml de solucién tampon TES frio (TE, 0.15M ClNa)
y nuevamente centrifugado. Se descarto el sobrenadante y el sedimento fue
resuspendido en 0.5ml de TE (10mM Tris-CIH pH 8, 1mM EDTA) frio con
lisozima (0.5mg/ml) e incubado durante 30 minutos a 37°C. A esta solucion se
le agregd S0pl de sarcosil-pronasa (10% sarcosil, Smg/ml pronasa), se mezclo
por inversion y se incub6 nuevamente a 37°C durante una hora. Luego de la
incubacion se realizaron dos extracciones, la primera con 0.6 ml de fenol/TE pH
8 y la segunda con una mezcla fenol/cloroformo. Posteriormente el ADN fue
precipitado anadiendo 0.6 ml de isopropanol frio y AcONH4 (0.3M). La soluciéon
se mezclo por inversion hasta visualizar el ADN precipitado como una hebra, el
mismo fue separado adhiriéndolo a las paredes y el resto de la solucién fue

extraida con un tip. El ADN unido a la pared fue lavado con 0.5 ml de etanol
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70% frio, se dejo secar a temperatura ambiente durante 10 minutos y por ultimo

fue resuspendido en un volumen de 100pul a 200 pl de agua bidestilada estéril.

Extraccion de ADN plasmidico

Las purificaciones de ADN plasmidico de E. coli fueron realizadas por el método
modificado de lisis alcalina con precipitacion con PEG de acuerdo al protocolo
recomendado en el Kit TagDyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing (Applied
Biosystems) o usando el kit Wizard mini-Preps DNA Purification System

(Promega) y siguiendo las instrucciones de los fabricantes.

Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

La purificacion de ADN a partir de geles de agarosa se realizo6 con el kit Wizard
PCR-Preps DNA Purification System (Promega) de acuerdo a las instrucciones de
los fabricantes.

Alternativamente, se realiz6 el siguiente procedimiento: la porcion del gel de
agarosa con la banda de ADN fue cortada con un bisturi estéril y se coloco en
tubo tipo eppendorf (de 1.5ml) conteniendo un tubo de menor volumen (0.5ml)
relleno con lana de vidrio y perforado en el fondo. Los tubos con la tapa abierta
fueron centrifugados a 2500 xg durante 7 minutos. Luego de la centrifugacion
se descarto el tubo con la lana de vidrio y se llevo la solucion eluida a un
volumen de 400ul con la adicion de TE. A continuacion se realizaron dos
extracciones, la primera con 0.6 ml de fenol/TE pH 8 y la segunda con una
mezcla fenol/cloroformo. El ADN fue precipitado anadiendo 1 volumen de
isopropanol frio y AcONH4 (0.3M), posteriormente se centrifugd en
microcentrifuga a velocidad maxima durante 20 minutos a 4°C. El sedimento
fue lavado con etanol 70%, secado durante 5 minutos a 37°C y por ultimo

resuspendido en agua bidestilada estéril (20 a 50 pl ).

Técnicas de modificacion y analisis de ADN

Condiciones de digestion y ligacion de ADN
Las digestiones del ADN con enzimas de restriccion fueron realizadas de acuerdo
a las condiciones recomendadas por los fabricantes (Promega o Life

Technologies).
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La ligacion de ADN se efectud con la enzima T4DNA ligasa (Promega o Gibco) en
la mezcla de reaccién comercial, con incubaciéon a 16°C durante toda la noche.

Previo a la electroporacion de las bacterias, la mezcla de ligacion fue tratada con
n-butanol siguiendo el protocolo de Thomas (1994) con el objeto de reducir la

fuerza i6nica de la solucion y concentrar el ADN.

Separacion de ADN en geles de agarosa

Los fragmentos de ADN fueron separados mediante electroforesis en geles de
agarosa de concentracion entre 0.8% y 2% -de acuerdo con el tamano del
fragmento- utilizando en general solucion tampéon TBE (Tris-base 89 mM, acido
borico 89 mM, EDTANa, 2.5mM, pH 8.2) o alternativamente TAE (Tris-acetato
40mM, EDTANa, 10mM) en caso de realizar la purificacion de los fragmentos.
Para la determinaciéon del tamano de los fragmentos se utilizaron
alternativamente los marcadores comerciales Lambda DNA/HindIll o Lambda
DNA/HindIII+EcoRI (Promega).

Los geles fueron tenidos con una solucion de bromuro de etidio (1pg/ml),
observados con luz UV en un transiluminador y fotografiados con camara

digital.

Visualizacion de plasmidos en geles de agarosa segiun la técnica de
Eckhardt

La visualizacion del perfil plasmidico de las cepas de rizobios se realizo
utilizando el método de lisis en gel de Eckhardt (1978), con las modificaciones

para geles horizontales de agarosa descriptas por Wheatcroft et al. (1990).

Condiciones de amplificacion (PCR) de ADN

Las amplificaciones de ADN (PCR) fueron realizadas en un volumen final de
reaccion de 10uL conteniendo los siguientes reactivos: solucion tampoén provista
con la enzima 1X, 3 mM MgCl,, 200 uM de cada dANTP, 1 uM de cada cebador,
0,5U de Taq DNA polimerasa (Promega) y ADN molde 10ng. Las condiciones

generales de los ciclos de amplificaciéon fueron las siguientes:
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1 ciclo desnaturalizacion 95 °C 5 min

30 ciclos desnaturalizacion 94 °C 1 min

o .. variable de acuerdo al .
hibridacion 1 min
par de cebadores

sintesis 72 °C 1 min

1 ciclo sintesis 72 °C 10 min

Estas reacciones fueron realizadas utilizando los termocicladores Thermoblock

UNO (Biometra) o Mastercycler gradient (Eppendorf).

Ensayos de hibridacion de ADN (Southern blot)

El ADN digerido con las enzimas de restriccion fue separado por electroforesis
en gel de agarosa-TBE al 0,8%. Posteriormente, el gel fue tefiido con bromuro de
etidio, observado en el transiluminador y fotografiado con camara digital. La
transferencia del mismo a una membrana se realizo acorde al siguiente
procedimiento: el gel fue desnaturalizado en una solucion de NaOH 0,4M y NaCl
3M durante 60 minutos, luego se incub6d en la solucién de transferencia (NaOH
0,8 mM, NaCl 3 M) durante 15 minutos y por ultimo fue transferido a una
membrana de nylon (Hybond-N, Amersham-Pharmacia) utilizando la técnica de
transferencia por capilaridad descripta por Chomczynski (1992). Una vez
finalizada la transferencia la membrana fue neutralizada con buffer fosfato
(NaH,PO4, NaoHPO4 0,2 M pH 6,8), fijada durante 15 minutos con luz UV y
luego secada en estufa a 60°C.

En el ensayo de hibridacion realizado para analizar la cepa mutante S. meliloti
MC.1021, se utilizo el sistema Gene Images AlkPhos Direct (Amersham
Pharmacia Biotech), en este caso la marcacion de la sonda, la hibridacion de la
membrana y la visualizacion de las bandas detectadas por la sonda se
realizaron segun el protocolo provisto por los fabricantes.

El resto de los ensayos de hibridacion presentados en esta tesis fueron
realizados con sondas biotiniladas. Las mismas fueron marcadas en la reaccion
de amplificacion (PCR) en una mezcla con un volumen final de 5O0uL,
conteniendo: 100 ng de ADN molde, buffer de polimerasa (1X), 1,5 mM MgCl,,

20 uM de cada ANTP, excepto para el dATP, en este caso se utilizoé una relacion
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60/40 frio/marcado con biotina, 1 puM de cada cebador y 2 U de Taq
DNApolimerasa (Promega). La hibridacion de la membrana con la sonda
biotinilada se realiz6 siguiendo el protocolo de hibridacion para membranas de
nylon disponible con el sistema BluGene Nonradioactive Nucleic Acid Detection
System (Life Technologies), asimismo este sistema se utilizé para la visualizacion

de los resultados.

Analisis informatico de las secuencias

Las secuencias de referencia utilizadas fueron obtenidas de la base de datos de
secuencias Genbank (http://www2.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/genbank). El
analisis de las secuencias de nucleotidos y proteinas se realizo utilizando los
siguientes programas: BLAST con acceso libre en el sitio informatico
http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST perteneciente a la NCBI (National Center
for Biotechnology Information, US National Library of Medicine), el paquete de
servicios informaticos BCM Search Launcher disponible en el sitio
http:/ /searchlauncher.bcm.tmc.edu de la BCM (Baylor College of Medicine
Human Genome Sequencing Center) y el programa ClustalX disponible en el
sitio http:/ /www-igbmc.u-strasbg.fr/Biolnfo/.

Los alineamientos multiples fueron graficados utilizando el programa GeneDoc
(Nicholas y Nicholas, 1997). La busqueda de dominios proteicos se realizo
mediante el wuso de los programas Pfam disponible en el sitio
www.sanger.ac.uk/cgi-bin/Pfam/ y CD-search con acceso en el sitio
www.ncbi.nlm.nih.gov/structure/ de la NCBI. Por ultimo, el programa NNPP
(Neural Network Promoter Prediction) disponible en el sitio
www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) se aplico para la busqueda de

posibles regiones promotoras en la secuencia 5S’del gen guaB de R. tropici.

Clonado de la region cromosomal que contiene al gen guaB

Construccion de una biblioteca parcial de R. tropici

Con el objeto de construir una biblioteca parcial de R. tropici CIAT899 de
fragmentos cromosomales EcoRI con peso molecular de ~5 kb a ~10 kb, se
digirio el ADN total de esta cepa con la endonucleasa EcoRI. Luego de la

digestion, los fragmentos obtenidos fueron separados por electroforesis en gel de
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agarosa al 0,8%. Los fragmentos con el peso molecular deseado fueron
purificados a partir del gel de agarosa utilizando el kit Wizard PCR-Preps DNA
Purification System (Promega). Los fragmentos purificados fueron ligados al
plasmido pIC20H digerido con EcoRI. La ligacion se uso6 para transformar E. coli
DH50, se seleccionaron las colonias blancas en medio LB suplementado con

ampicilina y el sustrato X-Gal.

Deteccion por PCR del gen guaB salvaje de R. tropici

Se iniciaron cultivos en 10 ml medio liquido LB con ampicilina sembrando 50
colonias transformantes por frasco. A partir de estos cultivos crecidos durante
12 horas se realizaron preparaciones de ADN plasmidico siguiendo el método de
lisis alcalina y precipitacion con PEG. Esta mezcla de ADN fue diluida en una
relacion 1/200 con agua bidestilada estéril y utilizada como molde en ensayos
de amplificacion (PCR) con los oligonucleotidos (F10T2 5°-
ATGCTCTGACATTCGACGAC-3"/R10TR21 5 -CAGTGACCGTGTGCGTATCGA-3).
Una vez que se produjo la amplificacion del fragmento esperado (740 pb), se
identificé el grupo de colonias correspondientes y se iniciaron cultivos de las
colonias por separado en medio LB con ampicilina. Luego se realizaron
preparaciones de ADN plasmidico de cada una de las colonias y se usaron como
molde en una nueva amplificacion con los cebadores especificos para el gen
guaB. De esta forma se obtuvo el plasmido pMC6, constituido por el vector

pIC20H y un inserto EcoRI de 8 kb que contiene el gen guaB de R. tropici.

Obtencion de la cepa guaB de S. meliloti

Enriquecimiento en auxé6tofos para la guanina

La mutagénesis del gen guaB de S. meliloti se realizé por el método de
disrupcion fragmento especifica utilizando el plasmido pMC40 el cual porta el
fragmento guaB::Km clonado en el vector suicida pK18mob. La integracion de
este plasmido en la region guaB cromosomal por un unico evento de
recombinacion interrumpe la transcripcion del gen guaB salvaje. El plasmido
pMC40 fue transferido a S. meliloti 1021 mediante conjugacion biparental. La
mezcla de conjugacion fue plaqueada en medio TY adicionado con los

antibioticos Sm y Nm. Los posibles transconjugantes fueron repicados
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sucesivamente en medio GTS, GTS suplementado con allopurinol, y en medio TY
agarizado. Se espera que un mutante guaB sea incapaz de crecer en medio con
allopurinol (inhibidor especifico de la Xdh) debido al bloqueo de la via alternativa
para la sintesis de guanina que comprende la enzima Xdh. El procedimiento de
conjugacion y posterior seleccion fue realizado al menos en tres ocasiones, en
todos los ensayos el numero de colonias transconjugantes fue bajo y no se
obtuvieron mutantes incapaces de crecer en presencia de allopurinol. Por ende,
se ensayoé el enriquecimiento en mutantes auxotroficos para guanina de la
poblacion de transconjugantes. El procedimiento seguido fue el siguiente: una
alicuota de la mezcla de conjugacion (100ul) fue diluida en 10 ml de medio TY
Sm/Nm, el cultivo se incub6 a 28°C durante 12 horas, y luego se realiz6 una
nueva dilucion del cultivo en medio fresco. Estos ciclos de crecimiento y diluciéon
fueron repetidos tres veces. La cuarta dilucion se realizo en 10 ml de medio
minimo GTS, el cultivo se incubo a 28°C durante 6 horas y luego fue
centrifugado a 4000 xg durante 10 minutos. El sedimento fue resuspendido en
10 ml de medio GTS con allopurinol (2 mM) y luego de tres horas de incubacion
se agrego al medio el antibiotico ampicilina (concentracion final 1 mg/ml) para
la muerte selectiva de las bacterias capaces de crecer en presencia de
allopurinol. Este cultivo fue incubado durante 12 horas, luego se centrifugo y se
lavé varias veces con medio TY. Finalmente las bacterias fueron resuspendidas
en 10 mL medio TY Nm-Sm, se dejaron crecer durante 8 horas y se plaquearon
diluciones del cultivo en medio TY Nm/Sm agarizado. Las colonias obtenidas
fueron repicadas en los medios GTS, GTS con allopurinol y TY. Se realizaron dos
enriquecimientos sucesivos, obteniéndose en el segundo ciclo la cepa mutante

guaB denominada MC.1021.

ANALISIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA
Extraccion y separacion por electroforesis de las proteinas

A partir de un cultivo en fase exponencial, se tom6 una alicuota de 1 ml (~108
células), las células fueron centrifugadas a 10.000 xg, luego de eliminar el
sobrenadante fueron resuspendidas en 80 ul de buffer de extraccion Laemmli
(1970) con 4 ul de PB-mercaptoetanol y calentadas en bano de agua a 100°C

durante 5 minutos. Los extractos proteicos se conservaron a -20°C hasta el
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momento de ser analizados en un gel desnaturalizante de poliacrilamida
(SDS/PAGE) segun el método de Laemmli (1970). En cada calle del gel se
sembraron ~20 ug de proteinas, la concentracion de proteinas totales en las
muestras se determind utilizando el sistema comercial (de Sigma-Aldrich)
basado en el ensayo con acido bicinchoninico descripto por Smith et al. (1985).
La electroforesis se realizo en cuba Mini Protean (Bio Rad) a temperatura
ambiente y voltage constante (120 V), finalizada la misma los geles se fijaron y
tineron en solucion metanol 50% v/v, acido acético 10% v/v y Coomasie

Brilliant Blue R-250 (Sigma) al 0.1 % p/v.

Marcacion in vivo de proteinas con 35S metionina

El analisis de la sintesis de novo de proteinas se realiz6 por marcaciéon con 35S
metionina. Los cultivos crecidos en medio GTS liquido hasta fase exponencial
temprana, fueron sometidos a estrés térmico en distintas condiciones de
temperatura y tiempo, indicadas en cada uno de los ensayos. Luego del estrés
térmico, se tomaron alicuotas de 1 ml que fueron incubadas con 15 uCi de 35S
metionina (Amersham) durante 5 minutos. La marcaciéon se detuvo enfriando las
muestras en un bano de agua-hielo, luego se centrifugaron a temperatura
ambiente a 12000 xg por 2 minutos y se lavaron dos veces con buffer fosfato
salino (pH 7.2). Finalmente el sedimento fue resuspendido en 80 ul de buffer de
extraccion Laemmli y las muestras se calentaron en bano de agua a 100°C. Para
determinar la cantidad de 35S metionina incorporada a las proteinas se tomo
una alicuota de 5 pl del extracto proteico, las muestras fueron colocadas en
discos de papel Whatman 3MM, se dejaron secar por 5 minutos y luego fueron
lavadas con acido tricloroacético (TCA) 10%, TCA 5% y etanol 100% en forma
consecutiva. Finalmente los discos se dejaron secar, se colocaron en viales con 3
ml de liquido de centelleo y se cuantifico la radiactividad de cada muestra
utilizando un contador de centelleo.

Las proteinas fueron separadas en un gel SDS/PAGE sembrando entre 30.000 y
50.000 cpm de cada muestra, la electroforesis se realizo acorde a las
condiciones descriptas en el punto anterior, excepto que se utilizé una cuba
Protean (Bio Rad). Los geles fueron revelados por autoradiografia siguiendo el

protocolo descripto por Bonner y Laskeley (1974).
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Transferencia e inmunodeteccion de proteinas (Western blot)

Luego de la electroforesis, las proteinas fueron transferidas desde el gel a una
membrana PVDF (Inmobilon-P Millipore), siguiendo la técnica de Towbin et al.,
(1979). La electrotransferencia se realizo en el sistema Mini Trans Blot Cell (Bio
Rad) utilizando el buffer Tris 25mM, glicina 192 mM, metanol 20%, pH 8.3, con
amperaje constante (0.35 A) durante 4 horas a 4°C. Finalizada la transferencia
la membrana fue tefniida con Rojo Ponceau S (Sigma) para controlar la eficiencia
de la transferencia y determinar la posicion de las bandas del marcador de peso
molecular (Bio Rad). El bloqueo de la membrana se realizé6 en buffer TBS (25
mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7.4) con 5 % de leche en polvo descremada
durante dos horas a temperatura ambiente. Luego las membranas se incubaron
con el anticuerpo diluido en TBS/leche durante dos horas a 37°C. Se ensayaron
dos anticuerpos policlonales de conejo dirigidos contra las proteinas DnaK y y
GroEL de Chromatium vinosum, en dilucion 1:1000 y 1:5000 respectivamente
(Los anticuerpos fueron cedidos gentilmente por el Dr. Alejandro Viale,
Universidad Nacional de Rosario). Finalizada la incubaciéon con el primer
anticuerpo, se realizaron 3 lavados TBST (TBS, Tween-20 0.02%) de 10 minutos
cada uno. Luego las membranas se incubaron por dos horas a 37°C con anti
IgG de conejo conjugado a fosfatasa alcalina (Sigma) diluido 1:5000 en
TBS/leche. Se realizaron tres lavados de 10 minutos, dos con TBST y el lavado
final con TBS solo. Finalmente las membranas fueron reveladas utilizando el
sistema colorimétrico BCIP/NBT, 5-bromo, 4-cloro, 3-indolilfosfato/nitroazul de
tetrazolium (Sigma). Este complejo forma un precipitado azul-parpura como
resultado de la desfosforilacion y posterior oxidacion de BCIP a indigo, acoplada

a la reaccion de NBT a diformazon.

DETERMINACIONES ENZIMATICAS
Actividad IMPd y Xdh en geles nativos

La actividad de las enzimas IMP deshidrogenasa (IMPd) y xantina
deshidrogenasa (Xdh) fue detectada por electroforesis en geles de poliacrilamida
en condiciones no desnaturalizantes, siguiendo el protocolo descripto por

Miyamoto et al. (1998) con algunas modificaciones.
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Las bacterias fueron crecidas en 50 ml de medio liquido GTS suplementado con
guanina para permitir el crecimiento del mutante MC.1021. Al llegar a fase
exponencial, los cultivos se centrifugaron a 8000 xg durante 15 minutos a 4°C,
el sedimento se lavo con solucion I (50mM Tris-HCl pH 8, 10mM MgCl,, 10mM
B-mercaptoetanol, 0.1mM EDTA, 1mM PMSF) y fue resuspendido en 1 ml de la
misma solucion. Las células fueron lisadas por sonicacion (10 pulsos de 15
micrones de potencia durante 10 segundos, con intervalos de 30 segundos
manteniendo las muestras en bano de agua-hielo), a continuacion se separ6 la
fraccion citoplasmatica por ultracentrifugacion durante 30 min. a 15.000 xg a
4°C. Finalmente el sobrenadante (~1 ml) fue concentrado por filtracion
utilizando una membrana con limite de exclusion de peso molecular de 30.000
daltons (YM-30, Centricon), la columna se centrifugdé a 5000 xg durante 30
minutos a 4°C y se resuspendio en 100 pl de solucion II (62.5 mM Tris-HCl pH
6.8, 10 % glicerol, 0.2mM EDTA, 0.2mM PMSF). Las muestras fueron analizadas
en un gel no desnaturalizante de poliacrilamida preparado esencialmente
siguiendo el método de Laemmli (1970) y se corrieron a voltaje constante (150
V) durante 90 minutos a 4°C. Finalizada la electroforesis, los geles se tifieron en
la solucién III (50 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM KCI, 1 mM glutation reducido, 1.25
mM B-NAD, 0.55 mM NBT y 0.16 mM metasulfato de fenazina (PMS) con la
adicion de 1.5 mM del sustrato -IMP o xantina para la deteccion de IMPd y Xdh
respectivamente-, los geles se incubaron en esta solucion en oscuridad durante

30 minutos, la reaccion se detuvo con acido acético al 10 %.

Medidas de actividad B-galactosidasa

La actividad B-galactosidasa se determiné siguiendo el protocolo descripto por
Miller (1972). 400 uL de cultivo fueron centrifugados a 10000 xg durante 2
minutos y el sedimento fue resuspendido en 800 uL de buffer Z (60 mM
NaHPO4, 40 mM NaH>PO4, 10 mM KCI, 1 mM M MgS04.7H,O y 50 mM j-
mercaptoetanol, pH 7,0). Las células fueron permeabilizadas con la adicion de
S0 uL de cloroformo y 100 uL de SDS 0,1 % mezclando vigorosamente durante 1
minuto. La reaccion se inici6 con el agregado de 150 uL del sustrato O-
nitrofenilgalactopiranosido (ONPG) (4 mg/ml en buffer Z) y las muestras se

incubaron a 28°C. Al virar la solucién a amarillo, se detuvo la reaccion con el
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agregado de 400 ul de NayCOs 1M, se centrifugé 4 minutos a 10.000 xg y se
midié la absorbancia del sobrenadante a 420 nm. La actividad B-galactosidasa
se expres6 en Unidades Miller calculadas de acuerdo a la siguiente formula:
1000 x DOa4go nm / (DOsoo de los cultivos x volumen de cultivo x tiempo de
incubacion).

Asimismo, se determiné la actividad B-galactosidasa en extractos de noédulos.
Las medidas se realizaron en noédulos de 4 semanas, los mismos fueron
cosechados y congelados inmediatamente en nitrogeno liquido. Cada muestra
consto de dos nodulos que fueron macerados en tubos de 1.5 ml (Eppendorf)
utilizando un pilon plastico y resuspendidos en 500 pl de buffer Tris-HC1 pH
7.5. Luego, las muestras fueron centrifugadas a 12.000 xg durante 10 minutos
a 4°C, se recupero6 el sobrenadante y a partir del mismo se tomé una alicuota
(100 pl) para la determinacion de proteinas totales. En el volumen restante se
determiné la actividad B-galactosidasa siguiendo el protocolo de Miller (1972)
descripto para la cuantificacion de esta actividad en los cultivos liquidos, la
actividad fue expresada como nmoles de O-nitrofenol (ONP) producidos (por

min. por mg de proteinas) a 28°C.

Medidas de actividad B-glucuronidasa

El analisis histoquimico para la deteccion de la actividad Gus en nédulos fue
realizado siguiendo el protocolo descripto por Wilson et al. (1995). Cuando fue
posible, los nodulos fueron removidos de la raiz para su tincion, en las etapas
mas tempranas de la nodulacion la tincion se realizé cortando el segmento de
raiz con los primordios nodulares. El material vegetal fue incubado en buffer
fosfato (Jefferson, 1987) conteniendo NaPO4 50 mM pH 7, EDTA 0.1mM, sarcosil
0.1%, triton X-100 0.1%, KsFe(CN)s 1 mM, y X-GIcA 150 pg. ml-!. Las muestras
fueron concentradas en centrifuga “speed vac” y posteriormente incubadas a 37
°C durante 12 horas. Luego de la tincion, los tejidos fueron clarificados en
solucion de hipoclorito de sodio al 3%.

Para la determinaciéon cuantitativa de la actividad GUS en noédulos, los extractos
se prepararon de la siguiente forma, los noédulos fueron cosechados e
inmediatamente congelados a -80°. En tubos de 1.5 ml (Eppendorf) se separaron

2 nodulos los cuales fueron macerados y resuspendidos en 400 ul de buffer
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salino (NaPO4 50 mM pH 7), esta mezcla fue centrifugada a 12.000 xg durante
10 minutos a 4°C. A partir del sobrenadante se tomaron dos alicuotas de 50 pl
con las cuales se determiné la concentracion total de proteinas y el numero de
células viables mediante el plaqueo en medio TY solido. En el volumen restante
(300 ul) se cuantificoé la actividad Gus siguiendo basicamente el protocolo
descripto por Reeve et al. (1998) para cultivos liquidos de rizobios. Se agregé6 a la
mezcla 2 ul de EDTA 0.5 M, 10 ul de B-mercaptoetanol 1 M, 590 ul de buffer
salino y se mezclé vigorosamente. Luego se agregaron dos gotas de tolueno, se
mezclo nuevamente cada muestra y se incubaron a 37°C durante 30 minutos
con la tapa abierta para remover el tolueno. Los tubos se dejaron 5 minutos a
28°C, en cada muestra se agregoé 10 ul de substrato p-nitrofenil 3-D-glucuronido
(pPNPG) 0.1 M y se incubaron a 28 °C. Al virar el color, las reacciones se
detuvieron con el agregado de 400 ul de buffer 2-amino, 2-metil, propanediol
2.5M. Los tubos fueron centrifugados durante 2 minutos a 12.000 xg y se midio
la absorbancia del sobrenadante a 415 nm. La actividad B-glucuronidasa
especifica se expres6 como nmoles de p-nitrofenol producido por min. por mg de

proteina a 28°C.

Determinacion de la actividad nitrogenasa

La determinacion de la actividad nitrogenasa se realizé por el método de
reduccion de acetileno (ARA) descripto por Hardy et al. (1968). Este método es
indirecto y consiste en cuantificar la reduccion de acetileno a etileno catalizada
por la enzima nitrogenasa.

Estas determinaciones se realizaron en plantas enteras en el caso de Medicago
sativa, o en el sistema radicular en plantas de Phaseolus vulgaris y Macroptilium
atropurpureum. Las plantas de poroto y alfalfa fueron cosechadas luego de 4
semanas de la inoculacion, mientras que en el caso de siratro las
determinaciones de ARA se realizaron a los 50 dias. El material vegetal se
introdujo en frascos de 57 ml cerrados herméticamente con tapas de goma. La
reaccion se inicié inyectando acetileno en una concentracion final 10% v/v
(500ul), a los 30 y 60 minutos de incubacion se retiraron muestras (500ul) de
gas de cada frasco. Los niveles de etileno se determinaron en un cromotografo

de gases Varian Star 3400X que contenia una columna Poropack N, utilizando
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He como gas de arrastre y un detector de inonizacion por llama (FID) (equipo
perteneciente al CIDCA, Facultad de Ciencias. Exactas, UNLP). La actividad

nitrogenasa fue expresada en nmoles de etileno producidos por planta por hora.

ENSAYOS DE NODULACION

Esterilizacion y germinacion de las semillas

En este trabajo se realizaron ensayos de inoculaciéon con plantas de Phaseolus
vulgaris cv. Negro Jamapa (poroto), Macroptilium atropurpureum (siratro), Vigna
unguiculata (caupi) y Medicago sativa cv. CUF101 (alfalfa). Las semillas de
siratro fueron pretratadas en agua destilada a 80°C durante 5 min. Luego se
sigui6é el mismo procedimiento para todas las semillas. Las mismas fueron
desinfectadas en etanol 95% (v/v) por 1 min., se trataron con hipoclorito de
sodio (8 g.I'l) durante 30 min. y finalmente se lavaron varias veces con agua
destilada estéril. Las semillas desinfectadas fueron incubadas en oscuridad a

28°C en cajas de Petri conteniendo agar/agua.

Condiciones de cultivo de las plantas

En los ensayos de cinéticas de nodulacion en plantas de alfalfa las plantulas de
1-2 cm fueron introducidas en bolsas plasticas estériles con soporte de papel de
filtro, la superficie inferior de la bolsa se cubrié en su mitad inferior con papel
opaco para evitar la incidencia de luz en las raices. Las bolsas se mantuvieron
con un volumen de 5 ml de solucion salina Fahraeus (Vincent, 1970). En el
resto de los ensayos los plantines fueron transferidos individualmente a macetas
de 300 cm3 con vermiculita estéril como soporte y se regaron con agua destilada
estéril y solucion de Fahraeus.

Las plantas crecieron en una camara de cultivo en condiciones de luz, humedad
y temperatura controladas, con un 60% de humedad relativa, 28°C y fotoperiodo

de 16/8 (luz/oscuridad).

Preparacion de los cultivos bacterianos e inoculacion de las plantas

La inoculacién con cultivos bacterianos se realiz6 en plantas de una semana.
Las bacterias fueron crecidas en medio TY liquido a 28 °C hasta fase
exponencial tardia, estos cultivos fueron diluidos con solucién Fahraeus estéril

hasta un valor de 107 rizobios por ml. Cada planta fue inoculada con una
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alicuota de 1 ml, en el caso de las plantas que crecieron en macetas con

vermiculita, y 100 ul para las plantas crecidas en bolsas plasticas.

Cinética de nodulacion de alfalfa

Para estos ensayos, las plantas fueron mantenidas en bolsas plasticas
transparentes y se regaron peridodicamente con soluciéon mineral de Fahraeus.
Para cada tratamiento se realizaron tres repeticiones de 15 plantas cada uno (45
plantas totales). Las raices se examinaron periodicamente y se determiné el
numero total de nodulos por planta. Las observaciones se realizaron hasta 45

dias posteriores a la inoculacion.

Determinacion del peso seco de plantas de siratro

Las plantas fueron cosechadas luego de 50 dias de la inoculacion, se lavaron las
raices para eliminar los restos de vermiculita. A continuacion las plantas fueron
introducidas en sobres de papel y secadas en estufa a 65 °C hasta peso
constante. Las determinaciones se realizaron utilizando balanza analitica.
Aislamiento y recuento de bacterias de los nédulos

Los nodulos fueron esterilizados superficialmente con alcohol 96° durante 30
segundos y peroxido de hidrogeno (30 volumenes) por 3 min., luego se lavaron
varias veces con agua destilada estéril. Cada nodulo se rompi6 individualmente
en tubos de 1.5 ml (Eppendorf) y se resuspendiéo en 100 ul de H,O destilada
estéril. Se realizaron diluciones seriadas de este macerado y se sembraron gotas
de 2 ul de cada suspensién en una placa de medio TY con los antibioticos

correspondientes.

Observacion de cortes de nédulos por microscopia

Los nodulos cosechados a las 4 semanas de la inoculacion fueron fijados en 50
M potassium phosphate buffer (pH 7.2) conteniendo paraformaldehido 2%,
gluteraldehido 2.5%. Luego de 3 hs., los nodulos fueron fijados por 1 hora en el
mismo buffer conteniendo tetroxido de osmio 2%. Las muestras fueron lavadas
con buffer fosfato y deshidratadas por el pasaje a través de una serie de
soluciones etandlicas (50, 70, 80, 95 y 100% v/v) a 0°C. Finalmente los nédulos
fueron embebidos en resina Epon-Araldita. Para la observacion por microscopia

optica se realizaron cortes semi-finos los cuales fueron tenidos con azul de
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toluidina 0.5% en 0.5% de buffer borato. Estos preparados fueron observados
utilizando un microscopio LEICA DMLB equipado con dispositivo de fotografia
digital (perteneciente al CIDCA, Facultad de Ciencias. Exactas, UNLP). Asimismo
se realizaron cortes ultrafinos los cuales fueron tenidos con acetato de uranilo al
2% (p/v) y citrato de plomo durante 3 min. Estas muestras fueron analizadas en
un microscopio electronico de transmision JEM 1200 EX, del servicio de

microscopia electronica de la Faculta de Ciencias Veterinarias, UNLP.
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INTRODUCCION

Organizacion de los genes de sintesis de guanina

Las enzimas responsables de las etapas finales de la sintesis de novo de
guanina, inosina monofosfato deshidrogenasa y GMP sintetasa, son codificadas
por los genes guaB y guaA respectivamente. Si bien estos genes se encuentran
conservados a nivel de sus secuencias (Zalkin y Dixon, 1992), la organizacion
génica es variable. En varias especies los genes gua forman un operéon
bicistronico con un ordenamiento alternativo, guaBA (S. typhimurium, E. coli, S.
flexneri)) o guaAB (B. Burgdorferi) (Schafer et al., 1974; Mehra y Drabble, 1981;
Noriega et al., 1996; Margolis et al., 1994). En otros organismos, como -B.
subtilis, S. thermophilus- guaA y guaB se encuentran separados entre si, y se
transcriben independientemente (Mantsala y Zalkin, 1992; Bolotin et al., 2004);
esta organizacion se encuentra también en los genomas de rizobios cuya
secuencia es conocida (caso M. loti, S. meliloti, A. tumefaciens y B. japonicum)
(Kaneko et al., 2000; Galibert et al., 2001; Wood et al.,, 2001; Kaneko et al.,
2002).

Regulacion de la expresion de los genes gua

La expresion del operon guaAB de E. coli es regulada por un sistema de
control multivalente. El regulador PurR constituye uno de los elementos que
actuaria como coordinador general de la expresion de los genes responsables de
la sintesis de purinas y pirimidinas; la expresion de los genes gua se reprime en
presencia de guanina y se induce al aumentar la concentraciéon de adenina
(Mehra y Drabble, 1981; Thomas y Drabble, 1985). Asimismo, la proteina DnaA,
que forma parte de la maquinaria de replicacion del ADN, regula la expresion del
operon en respuesta a la demanda de nucle6tidos para la replicacion de ADN
(Tesfa-Selase y Drabble, 1992). La expresion de los genes gua también depende
de la disponibilidad de aminoacidos y de la velocidad de crecimiento, los cuales
constituyen mecanismos de control transcripcional propios de los genes
ribosomales (Davies y Drabble 1996). Asi, el promotor del operon guaBA de E.
coli presenta secuencias que caracterizan a los promotores ribosomales, tales
como las secuencias -10 y -35 similares a las secuencias consenso para

promotores 070, una secuencia rica en GC implicado en la respuesta al estrés de
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aminoacidos y otra region inductora rica en AT (Davies y Drabble, 1996) (Figura
1).

Recientemente, Hutchings y col. (2000) encontraron que la proteina receptora
de cAMP -CRP- se une especificamente a una secuencia diana localizada entre
los genes divergentes xseA y guaB; en condiciones limitantes de nutrientes esta
union resulta en la induccion del promotor guaP y la represion del pr.xseA. Otro
regulador transcripcional, la proteina MarA, que regula la transcripcion de
numerosos genes de E. coli cuyos productos participan en la respuesta a
diferentes estreses ambientales, también afecta negativamente la expresion del
gen guaB (Barbosa y Levy, 2000).

En general, el funcionamiento coordinado de los diversos mecanismos de
regulacion mencionados permite que la produccion de guanina responda a la
demanda de precursores de nucleétidos generada en los cambios metabdlicos
celulares, dependiendo de la disponibilidad externa de guanina y del balance

entre la produccion de AMP, GMP y pirimidinas (Davies y Drabble, 1996).

<+—— Uni6én a CRP —_—
GGGGATTGAGAAGGTAACEGT GAGCGAGATCAAATTCTAAATCAGCAGGTTATTCAGTCG
-140 xseA —120 -100
<— Promotor xseA —— ,M
ATAGTAACCCGCCCTTCGGGGATAGCAAGCATTTTTTGCAAAAAGGGGTAGATGCAATCGG
-80 -60 AT elemento -40 -30
| Uni6n DnaAI (I:Iiscriminadolr guaB
TTACGCTCTGTATAATGCCGCGGCAATATTTATTAACCACTCTGGTCGAGATATTGCCCE
-20 « -10 +1 R +20 +40

Operador gua
- Promotor gua —

GCTACGTATCGCTAAAGAAGCT
+50 +60

Figura 1: Secuencia nucleotidica del promotor de guaB de E. coli. Los extremos 5  terminales
de los genes divergentes guaB y xseA, asi como sus secuencias promotoras -10 y -35 se indican en
negrita. Ademas, se sefialan las siguientes secuencias regulatorias: a) el elemento rico en AT
(subrayado) y la secuencia rica en GC (discriminador, entre corchetes), ambos involucrados en el
control por estrés de aminoacidos y en la regulacion dependiente de la velocidad de crecimiento,
b) los sitios de unién para las proteinas PurR y DnaA (entre cochetes) y CRP (entre flechas) y ¢) el

sitio probable de unién para un represor de gua (operador, entre flechas).
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RESULTADOS

En esta seccion se describe el clonado y analisis de la region EcoRI que
contiene al gen guaB de R. tropici. Se presenta la organizacion fisica de dicha
region genomica en comparacion con otras especies de rizobios. Asimismo, se
examina la expresion del gen guaB y su relacion con las propiedades defectivas

del mutante CIAT 899-10.T.

Clonacion de la region cromosomal que contiene al gen guaB

En un ensayo preeliminar de hibridacion tipo Southern dirigido a clonar el
gen guaB salvaje, se determiné el tamano del fragmento cromosomal EcoRI que
contiene al gen guaB. La sonda utilizada consistié en un fragmento interno del
gen de 740pb amplificado con cebadores especificos disefiados a partir de los
datos de la secuencia guaB de R. tropici disponibles en nuestro laboratorio
(F10T2 5-ATGCTCTGACATTCGACGAC-3"/R10TR21 5°-
CAGTGACCGTGTGCGTATCGA-3"). En las tres cepas ensayadas, S. meliloti, R.
tropici, y R. etli se detecté un fragmento de peso molecular aproximado de 5.5, 8
y 10 kb respectivamente (Figura 2); el tamano del fragmento detectado en el
ADN de S. meliloti coincide con el tamano esperado de acuerdo a los datos de
secuencia del genoma (NC_003047).

Teniendo en cuenta el resultado de este experimento se construyo, a partir
del ADN total de R. tropici digerido con la endonucleasa EcoRI, una biblioteca
parcial comprendiendo fragmentos de ~5 kb a ~10 kb, los cuales fueron ligados
al vector pIC20H. Luego de la transformacion de E. coli DHSa con estos
plasmidos, se realizaron varias preparaciones de ADN plasmidico de un pool de
S50 colonias transformantes. Este ADN proveniente de diversos clones fue
utilizada como molde en ensayos de amplificacién (PCR) con los oligonucleotidos
especificos para el gen guaB de R. tropici que fueran descriptos anteriormente. A
partir de la amplificacion positiva del fragmento esperado, se identificé un grupo
de colonias, algunas de las cuales deberia contener al plasmido recombinante
con el gen guaB clonado. A partir de cada uno de los clones se preparé en forma
individual ADN molde el cual se uso para realizar la amplificacion por PCR con
los mismos oligonucledtidos guaB. De este experimento resulté un plasmido

recombinante denominado pMC6, el cual, al ser analizado con enzimas de
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restriccion se comprobo que esta constituido por el vector pIC20H y un inserto
EcoRI de 8 kb.

Ademas, la comparacion de estos resultados con los datos disponibles del
analisis de la secuencia guaB::Tn5Slux del mutante 10.T (Riccillo, 2001), permitio
confirmar la identidad guaB de la region clonada. La figura 3 muestra un mapa

de restriccion de la region clonada de R. tropici que posee la secuencia guaB.

A B C D

0.7 -

PM (kb)

Figura 2: Analisis de hibridacion de ADN gendmico usando como sonda un
fragmento interno del gen guaB. El ADN total de las especies S. meliloti (A), R. tropici
(B) v R. etli (C) fue digerido con la endonucleasa EcoRI. El fragmento guaB utilizado
como sonda (D) fue marcado en la reaccién de amplificacion con dATP biotinilados. En el
lado izquierdo de la figura se indican los tamafos de las bandas que hibridaron con la

sonda.
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Figura 3: Mapa de restriccion de la region cromosomal que contiene al gen guaB.
Panel A: Mapa de restricciéon de la regiéon de 8 kb clonada en el plasmido pMC6, los
sitios de reconocimiento encontrados por mapeo de restriccion y los determinados
mediante el analisis informatico (Panel B) de la regién secuenciada fueron coincidentes.
Panel C: Electroforesis en geles de agarosa de ADN del plasmido pMC6 digerido con las
siguientes enzimas de restriccion, gel 1 calles: a) EcoRI, b) Pstl, c) Bgll, d) Bgll, e) Sall, {)
Sacl, g) Smal, h) BamHI, gel 2 calles a) HindlIll, b) Smal y Sall, c) Smal y Xhol, d) Smal y
Bglll, ) Smal y Hindlll. La primera calle a la izquierda de la figura corresponde al
marcador de peso molecular (PM) ADN A digerido con EcoRI y HindIIl (Promega).
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Organizacion génica de la region guaB de R. tropici

Con el fin de determinar la organizacion de la region guaB de R. tropici
encaramos un analisis comparativo con las secuencias presentes en la base de
datos de secuencias nucleotidicas. En este analisis también se hizo uso de los
datos de secuencia de nuestro laboratorio que fueran publicados previamente
por Riccillo et al. (2000).

El analisis bioinformatico de las regiones vecinas adyacentes a los extremos
S5°- y 3°- del gen guaB revel6 dos marcos de lectura abiertos en el orden ORF1-
guaB-ORF2. En la figura 4 se muestra la organizacion génica en las regiones
adyacentes al gen guaB de varias especies de rizobios. Este analisis también
revelo la conservacion en el extremo 57, en que el ORF1 precede al gen guaB. Por
el contrario, la region 3” del gen guaB es variable en los genomas analizados, de
manera que el ORF2 identificado en R. tropici es propio de esa especie. Ademas,
este ORF2 no presenta homologia significativa con las secuencias disponibles en
la base de datos publica de nucleédtidos y proteinas.

También se comparo la secuencia aminoacidica deducida del ORF1 con
secuencias del banco de datos. El dato de secuencia ORF1 de R. tropici usada en
este analisis corresponde a wuna secuencia parcial de 104 residuos
aminoacidicos; la comparacion entre nuestra secuencia parcial y las respectivas
secuencias homologas y completas extraidas de las bases de datos nos mostro
que el codon de iniciacion se encontraria a aproximadamente 220 residuos rio
arriba del codon ATG de nuestra secuencia parcial, el cual corresponderia a un
codon interno de la secuencia de codificacion. El mayor grado identidad del
ORF1 se da con secuencias presentes en el genoma de S. meliloti (63%), A.
tumefaciens (62%), M. loti (45%) y R. etli (42%) (Figura 5). Estas secuencias
codificarian para proteinas pertenecientes a la familia de las metalo-p-
lactamasas (Kaneko et al., 2000; Wood et al, 2001, Galibert et al, 2001,
Ramirez-Romero et al., 1997). Ademas, mediante la busqueda de dominios
proteicos en el ORF1 wusando programas especificos de acceso publico

(www.ncbi.nlm.nih.gov/structure/ y www.sanger.ac.uk/cgi-bin/Pfam/), se

identificé el dominio GloB el cual caracteriza a todas las proteinas hidrolasas

dependientes de Zn.
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Figura 4: Organizacion génica de la region cromosomal que contiene al gen guaB
en los rizobios. Los marcos de lectura homodlogos son representados con bloques de
igual color, los nombres para cada marco corresponden a los numeros adjudicados en el
banco de datos de secuencias GenBank. En el margen inferior se indican las posibles

homologias asignadas por comparacion de secuencias con otras especies.

Analisis de la actividad betalactamica en R. tropici

Atentos a los resultados del analisis de la region guaB, encaramos un analisis
funcional del ORF1 descripto precedentemente. Las proteinas metalo-$3-
lactamasas constituyen una numerosa superfamilia de proteinas las cuales
actian sobre una variedad de substratos. Este clan incluye las B-lactamasas
clase B con actividad de hidrélisis de betalactamicos, glyoxilasas II,
flavoproteinas tipo A, arilsulfatasas, cAMP fosfodiesterasas, CMP-NeuAc
hidrolasas y la proteina PhnP (Aravind, 1999; Daiyasu et al.,, 2001). Un grupo
separado de metalo- PB-lactamasas esta integrado por proteinas de union a
acidos nucleicos, algunas de las cuales se encuentran involucradas en la

reparacion de ADN, como es el caso de las proteinas Artemis, SNM1 y PSO2,
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mientras que otras proteinas, como el factor de clivaje y poliadenilacion —CPSF-
participan del procesamiento de ARN en eucariotas (Callebaut et al., 2002).

Las proteinas metalo-Blactamasas clase B son enzimas zinc dependientes que
poseen actividad de hidrolisis de la mayoria de los antibidticos beta-lactamicos,
con particular eficiencia para inactivar los carbapenemos (Rasmussen y Bush,
1997). Teniendo en cuenta la homologia encontrada entre el ORF1 y posibles
metalo-beta-lactamasas, investigamos si R. tropici expresa actividad
betalactamica. Con este objetivo ensayamos la tolerancia a estos antibioticos
para lo cual realizamos un antibiograma mediante la técnica de difusion en agar
(ver Capitulo II) empleando discos con el antibiotico imipenem (Britania). Este
antibidtico pertenece al tipo carbapenem y resulta inactivado por la accion de
las metalo-beta-lactamasas. En este ensayo se incluyeron como controles de
sensibilidad y resistencia las cepas E. coli DHSa y Stenotrophomonas maltophilia,
respectivamente (Sanschagrin et al., 1998). También, evaluamos la actividad
betalactamica de las cepas E. coli DH5a y R. tropici conteniendo el plasmido
pMC9, el cual contiene el ORF1 de R. tropici clonado en el vector replicativo en
los rizobios pSUP104.

La evaluacion del ensayo consistio en determinar el tamano del halo de
inhibicion que se forma alrededor del disco que contiene el antibiotico. De
acuerdo a las especificaciones del fabricante de los discos, los diametros de
inhibicion esperados son de <13mm para una cepa resistente, entre 14 y 15 mm
para una cepa de tolerancia intermedia y = a 16 mm para una cepa sensible. En
los ensayos realizados con las cepas E. coli DHSa y Sthenotrophomona
maltophilia los halos de inhibicion promedio fueron de 30 mm y 15 mm
respectivamente. En la cepa E. coli DH5a (pMC9) el diametro promedio de
inhibicion fue de 30 mm, similar a la cepa sensible. Con las cepas CIAT899 y
CIAT899 (pMC9), las inhibiciones fueron coincidentes con los de las cepas
sensibles al antibiotico (Figura 6). Estos resultados nos permiten concluir que el
R. tropici no expresa actividad propia de una proteina betalactamica, lo cual
teniendo en cuenta el alto grado de homologia entre el ORF1 y genes de la
familia de proteinas, y su conservacion en los rizobios, sugieren que el ORF1
podria codificar para alguna otra proteina también miembro de dicha

superfamilia de metalobetalactamasas pero con una funcién distinta.
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S. meliloti: DEeK AADIPANHY VTS LORPIY

A. tumefaciens: EEKOWSHT AIRT ANlstavaRsige) 42D

R. tropici: GERQIMAITGINTAN|SN AR AR GIz 42D
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Figura 5: Alineaci6on miltiple de secuencias homdlogas al ORF1 de R. tropici. Debido
a que la secuencia disponible del ORF1 es parcial, el alineamiento corresponde a los
ultimos 104 residuos en el extremo C-terminal de las proteinas. Los sombreados
corresponden a diferentes grados de similitud: negro 100%, gris oscuro 280%, gris claro
260%, blanco <60%. Numeros de acceso de GenBanK/EMBL de las secuencias
aminoacidicas analizadas: S. meliloti NP_384865, A. tumefaciens NP_531322, R. tropici
AAF85967.1, M. loti BAB 48742, R. etli NP_659930.

Figura 6: Ensayo de actividad Plactamica mediante antibiograma por difusion en
agar con discos de Imipenem. Se analiz6 la actividad metalo-Blactamica de las cepas
S. maltophilia (A) y CIAT899 (pMC9) (B). A la derecha de la figura la amplificacién de la
region cercana al disco muestra el crecimiento de las colonias resistentes de S.

maltophilia y la ausencia de crecimiento en la cepa CIAT899 (pMC9).
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Los genes gudA y guaB de R. tropici no estan asociados fisicamente

Dado que la region guaB clonada de R. tropici como un fragmento EcoRI no ha
sido secuenciada en su totalidad, lo cual nos permitiria encarar un analisis
informatico, investigamos la presencia del gen guaA en la region a través de
analisis de hibridacion.

La sonda utilizada en este ensayo fue un fragmento interno del gen guacA
amplificado a partir del ADN total de R. tropici utilizando los oligonucleétidos,
GUAAF S-TATGCCGTCCAGTTCCACCCG-3’ y GUAAR 5°-
CGACATTGTGGTGCGACTTGAT-3". Estos cebadores fueron disenados a
partir de las regiones conservadas del gen guaA de las especies E. coli, B.
subtilis, S. meliloti y B. burgdorferi. El producto de PCR de R. tropici fue clonado
en el vector pGemT-easy, resultando en el plasmido pMC29. La comparacion de
las secuencias aminoacidicas deducidas del producto de PCR y del gen guaA de
S. meliloti demostré una identidad del 82%. Estos resultados confirmaron que el
fragmento de PCR amplificado del genoma de R. tropiciy clonado en el plasmido
pMC29 corresponde al gen guaA, y que el mismo presenta una alta homologia
con la secuencia guaA de S. meliloti comprendida entre las posiciones
nucleotidicas S11pb y 1069pb de la region de codificacion.

En el ensayo de hibridacion analizamos individualmente el ADN gendomico
digerido de R. tropici y el plasmido pMC9, el cual porta la region guaB de 8 kb
clonada en el plasmido replicativo en rizobios pSUP104. Como se muestra en la
figura 7, no se detecté6 banda alguna en el caso del plasmido pMC9, mientras
que en el ADN total de R. tropici —digerido respectivamente con endonucleasas
EcoRI y Hindlll- se observaron bandas de 0.8 kb y 3.7 kb respectivamente. Este
resultado indico que en el gen guaA no se localiza en el fragmento cromosomal
EcoRI de 8 kb que contiene al gen guaB.

Ademas, se ensayo la complementacion del mutante GuaA-de E. coli (AT2465)
con el plasmido pMC9. El mutante conteniendo el plasmido no recuperd la
capacidad salvaje de crecimiento en medio minimo.

Los resultados del ensayo de hibridacion y de complementacion constituyen
evidencias fuertes para concluir que en R. tropici el gen guaA se encuentra en
una region genomica distinta a la del gen guaB. Asimismo, los patrones de

hibridacion de ADN geno6mico utilizando la sonda gugA indican que este gen se
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encuentra en una copia Unica comprendida en un fragmento HindIll de
aproximadamente 3,7 kb y, una parte del gen (la secuencia que incluye la sonda

utilizada), se encuentra presente en un fragmento EcoRI de 0.8 kb.

1 2 3 4

3.7

0.8

PM (kb)
E H E H

Figura 7: Analisis de hibridacion del plasmido pMC9 y del ADN genémico de R.
tropici con una sonda para el gen gucA. El plasmido pMC9 (1 y 2) y el ADN gendmico
de R. tropici (3 y 4) fueron digeridos con las endocnucleasas EcoRI (E) o alternativamente
HindIlII (H). La sonda guaA consisti6 en el fragmento de PCR sintetizado en presencia de
dATP biotinilados.

Secuencias conservadas en la region 5° adyacente al gen guaB de los

rizobios

Con el fin de investigar la presencia de secuencias que podrian funcionar
como promotores de la transcripcion del gen guaB, se realiz6 un analisis
informatico a través del alineamiento multiple de la secuencia nucleotidica
intergénica que se encuentra entre el codon de terminacion del ORF1 y el
codon de inicio del gen guaB de las especies R. tropici (AF272827), S. meliloti
(Smc00815), A. tumefaciens (NC_003304.1) y R. etli (Centro de Fijacion de
Nitrogeno, UNAM México, comunicacion personal a Dr. M. Aguilar). Como se
ilustra en la figura 8, en los rizobios se identificaron dos regiones muy

conservadas (en fuente roja resaltada); una de las mismas se encuentra
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localizada 82pb rio arriba del inicio de la region codificante, en las secuencias
analizadas se identificaron 32 bases conservadas en esta region. Esta
secuencia y las secuencias regulatorias que fueran descriptas para el promotor
del operon guaBA de E. coli no presentan similitud entre si. La region
conservada inmediatamente adyacente al ATG se corresponde con la secuencia

Shine-Dalgarno o el sitio de union al ribosoma (RBS).

A. tumefaciens GCTGCAATGCAGCAACAGCGAAAGCCCGGAAGGTCAT-TCCGG-=GTTTT
R. etli CGTGCATGGCACCCATGACGA--GCCCGGCGCACAGG-CCGGG-=CTTTT
R. leguminosarum GGCGCATGGCACCCATGACGA--GCCTGGCGGACATG-CCGGG--CTTTT
R. tropici GGTCTGAGAAGAAGCCTGCGT--GCCCGGCATGTCTG-CTGGGTACTTTT
S. meliloti GTTGCACTGCGACAACAATTCG-GCGGGGCCCATAAGATTTGGGCCCCTT
A. tumefaciens TTCTATTCQC-TTCCIGTCATGAACETGTTACCAGCCCTCGCCAACTTCC
R. etli TCCTATTTJC-TTCC[ICTCATAGACETGTTACCAGCCCTCGCCAACTTCC

R. leguminosarum TGCTATTT(C-TTCCIGTCATAGACETGTTACCAGCCCTCGCCAACTTCC
R. tropici TGCTATTC(GC-TTCCIGTCATAGACETGTTACCAGCCCTCGCCAACTTCC

S. meliloti GGCTATTTICATTCCHGGCGTATGCETGTTACCAGCCCTCGCCAACTTCC
A. tumefaciens AAG-CAATCCTTGCAGGGCGCCGGGGTGAACTTTTTGTT-CCGGAACGGC
R. etli AAG-CAACTCATGCACACCGCCGGGGCGGACGATTCGTTTCCGGGGCAGG
R. leguminosarum AAG-CAACCCATGCAGACCGCCGGGGCGGACGATTCGTTTCCGG-ACAGG
R. tropici AAG-CAACACTTGCAAGATCGCCCGGTAGACGATTCGTT-CCGGGCT--—
S. meliloti AAGACAAGCCTTG-AAG-TCACCCGGTGGACAAGTCGCT--GAGCGTCCC
A. tumefaciens CACGCATT-TTC-ATTAT--GAAG--GAATTTGGTCATG
R. etli -TTGCATT-TTC-TATAT--GAAG--GAAATTGGCCATG
R. leguminosarum GTCGCATTTTTATTAAAC--GAAG--GAATTTGGCCATG
R. tropici TTCCTGTTTTTCACAGAC--GAAG--GAA-TTGGCCATG
S. meliloti CGGGGATTTTTCGTTTATTTGAAGAGGAA-CTGGCCATG
posible RBS guaB
_’

Figura 8: Alineamiento miltiple de la secuencia 5° adyacente al gen guaB de los
rizobios. Secuencia rio arriba del gen guaB (~190 nt) de las especies A. tumefaciens, R.
tropiciy S. meliloti correspondiente a la region intergénica entre el ORF 1 y el gen guaB.
Los colores azul, rojo y negro seialan distintos grados de similitud: rojo 100%, azul
260%, negro <60%. En fuente roja resaltada se muestran las regiones conservadas y el
inicio de la secuencia codificante; las posibles secuencias -10 y el inicio de la
transcripciéon se destacan mediante un recuadro (programa Neural Network Promoter

Prediction).
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El uso del programa NNPP (Neural Network Promoter Prediction-

www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html), disefiado para la busqueda de

posibles regiones promotoras, nos permitié identificar una secuencia localizada
a 107 pb del ATG como una posible region promotora, indicando como inicio de
la transcripcion el residuo C y como posible secuencia promotora -10 a las
secuencias senaladas en recuadro en la figura 8. Si bien la significancia
asignada por el programa informatico NNPP a esta secuencia como posible
secuencia promotora es baja (0.35 en una escala de O a 1), la region senialada se
conserva en los rizobios, siendo ademas similar a la secuencia que se encuentra
alrededor de la posicion -10 del gen guaB de E.coli —consistente en un consenso
TATAAT- (Davies y Drabble, 1996), la cual también es detectable en los genes
estructurales de B. japonicum analizados por Beck et al. (1997). Este analisis y
la conservacion de la secuencia TATTT observada en los distintos rizobios,
sugieren que la misma podria participar en la regulacion de la expresion del gen

guaB de los rizobios.

El gen guaB salvaje complementa la cepa mutante CIAT899.10T

Con el fin de confirmar que el fenotipo defectivo observado en la cepa
mutante CIAT 899-10.T es sélo consecuencia de la alteracion del gen guaB, se
realizaron ensayos de complementacion del mutante con el gen salvaje, en los
cuales se evaluaron el crecimiento en condiciones de estrés térmico y el fenotipo
simbiético con poroto. Para disponer del gen guaB de R. tropici, se amplifico por
PCR el fragmento guaB que comprende la region de codificacion, sin su
secuencia promotora, utilizando oligonucleétidos especificos disenados en
nuestro laboratorio y ADN molde de R. tropici CIAT899, (GuaB1 5S'GGT AGA CGA
ATT CGT TCC GGG 37; GUAB2 5" GAT TTA AGG AAT TCT GCA GTA 37). Como
se representa en la figura 9, el producto de PCR (1.5 kb) fue clonado en el vector
pGem-T easy resultando en el plasmido pMCO; posteriormente se libero el
fragmento de PCR como un fragmento EcoRI y el mismo se lig6 al vector
pSUP204 digerido con la misma enzima. El marco de lectura del gen guaB fue
clonado en las dos orientaciones posibles respecto al promotor del gen de
resistencia a cloramfenicol (cat) localizado en la secuencia del vector, lo que
resulta en los plasmidos pMC1, con el gen guaB dirigido por el promotor cat, y

pMC2, con el inserto en direccion opuesta al gen cat.
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Los plasmidos pMC1 y pMC2 fueron transferidos individualmente por
conjugacion a la cepa mutante CIAT 899-10.T. La presencia de los mismos en
los transconjugantes TcR fue confirmada mediante su visualizacion en un gel
tipo Eckhardt.

Las cepas CIAT899-10.T y CIAT899-10.T (pMC1) fueron ensayadas en su
tolerancia a altas temperaturas en medio minimo GTS, liquido o agarizado, de
acuerdo con las condiciones descriptas por Riccillo y col. (2000) para la
seleccion de mutantes sensibles a la resistencia térmica. Hemos descripto que la
cepa mutante CIAT 899-10.T es prototrofica en condiciones normales de
crecimiento, e incapaz de crecer en condiciones de altas temperaturas. Por otra
parte, en medio liquido a 28°C la velocidad de crecimiento de este mutante es
menor a la de la cepa salvaje (Riccillo et al., 2000).

Como se muestra en la figura 10, el ensayo de crecimiento demostré que la
cepa mutante CIAT889-10.T (pMC1) recupero la capacidad de crecer en placa a
40°C, aun en presencia de allopurinol, demostrando la funcionalidad de la via
que comprende la inosina monofosfato deshidrogenasa. Ademas, la velocidad de
crecimiento del mutante complementado en medio liquido a 28°C fue similar a
la observada con la cepa salvaje, con un tiempo de generacion promedio de 3
horas (Figura 11). La presencia del plasmido pMC2 no modifico el
comportamiento de la cepa mutante en condiciones de estrés térmico, indicando
que el efecto positivo es causado por la expresion del gen guaB dirigida por el
promotor presente en el vector.

Asimismo, examinamos el fenotipo simbiotico del mutante complementado
con el plasmido pMC1 en ensayos de inoculacion de plantas de poroto. Similar a
lo observado en los ensayos de tolerancia térmica, la presencia del plasmido
pMC1 restauro el fenotipo simbiotico salvaje. Efectivamente, después de cuatro
semanas de la inoculacion, el tamano, color y la distribucion de los nédulos
inducidos por la cepa CIAT 899-10.T (pMC1) fueron comparables a los nodulos
formados por la cepa salvaje. Asimismo, luego de seis semanas de riego con
solucion mineral libre de nitrégeno, las plantas inoculadas con la cepa mutante
complementada no presentan el aspecto clordtico propio de las plantas

deficientes en nutrientes nitrogenados (Figura 12).
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Los resultados descriptos permiten concluir, que los dos rasgos defectivos de
la cepa mutante -la sensibilidad a altas temperaturas y la nodulacion defectiva
en poroto- observadas en la cepa CIAT 899-10.T se encuentran asociados a la

ausencia de un gen guaB funcional.
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region codificante gen guaB y
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Figura 9: Estrategia de clonado del gen guaB. La secuencia codificante del gen guaB
fue insertada en el sitio EcoRI del vector pSUP 204 quedando la expresion de la misma

bajo el control del promotor CAT presente en el vector.
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CIAT899-10.T

CIAT899

CIAT899-10.T
(PMC1)

CIAT899
(pPMC1)

Figura 10: Ensayo de tolerancia térmica de la cepa CIAT899-10.T (pMC9) en medio
agarizado. Los cultivos fueron incubados en medio minimo hasta fase exponencial
temprana (DOep00.4-0.5). Se sembraron 2 pl de una diluciéon 10! (linea izquierda) y 10-2
del cultivo (linea derecha) en dos cajas de medio minimo GTS agarizado. Las placas

fueron incubados durante 36 horas a 28°C (Placa A) o 40°C (Placa B).
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Figura 11: Crecimiento del mutante CIAT899-10.T complementado con el gen
guaB en condiciones de estrés térmico. Los cultivos de las cepas salvaje y mutante
CIAT899-10.T portando el plasmido pMC1 fueron incubados en medio minimo liquido a
28°C (A) o 38°C (B). Los datos presentados corresponden a valores promedios de tres

repeticiones.
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Figura 12: Complementacion del mutante CIAT899-10.T con el plasmido pMC1 en
la nodulacion de plantas de poroto. Se observa el aspecto clorético de las plantas
inoculadas con la cepa mutante CIAT899-10.T (A); en contraste con las plantas

noduladas por la cepa mutante con el plasmido pMC9 (B).

El rol de los intermediarios de purina en la simbiosis de R. tropici

con poroto

Si bien los resultados descriptos en la seccion anterior demuestran que la
expresion del gen guaB es necesaria para la nodulacién efectiva de poroto,
queda por determinar si el fenotipo defectivo del mutante guaB se debe a la falta
de guanina, el producto final de la via biosintética, o a la carencia de la
actividad IMPd. En los ensayos de inoculacién, realizados con el agregado de
guanina al sustrato de crecimiento de las plantas, no se observaron diferencias
en el fenotipo simbiotico del mutante CIAT899-10.T (Riccillo, 2001). Encaramos
entonces la respuesta a este interrogante investigando el fenotipo simbiético en
poroto de un mutante de R. tropici afectado también en la via de sintesis de
guanina pero en una etapa distinta. Elegimos el gen guaA que corresponde a la
conversion de XMP a GMP catalizada por la enzima GMP sintasa. El uso de este
mutante nos habria de poner en la situacion de deficiencia de biosintesis de

guanina pero conservando la funcionalidad de guaB.
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La obtencion del mutante guaA de R. tropici se intento por mutagénesis
especifica utilizando el fragmento interno del gen guaA clonado en el plasmido
pPMC29 (que fuera utilizado previamente para investigar la presencia de la
secuencia guaA en el fragmento EcoRI guaB de R. tropici). El fragmento guaA
fue subclonado en el vector pSUP102 -no replicativo en los rizobios- y
transferido por conjugacion a la cepa R. tropici CIAT899. Los transconjugantes
se seleccionaron por la resistencia al antibiético tetraciclina conferida por el
vector y fueron analizados mediante hibridaciéon tipo southern para identificar
los clones en los que el evento de recombinacion se produjo entre las
secuencias del gen guaA. Los perfiles no fueron coincidentes con el esperado
indicando que ninguna de las colonias transconjugantes seleccionadas presento
la region guaA alterada.

A partir de este resultado se probaron diferentes variantes en el proceso de
mutagénesis dirigida. Asi se disefiaron y ensayaron oligonucleotidos en
diferentes regiones conservadas del gen para generar mediante PCR distintos
fragmentos para su uso en la mutagénesis, la utilizacion de distintos vectores
no replicativos en rizobios (pG18mob, pK18mob), el enriquecimiento de
mutantes auxotrofos en la mezcla de conjugacion, y el uso de medios de
seleccion diferentes (medios ricos, minimos y minimos adicionados con
guanina). En ninguno de los ensayos resulté posible el aislamiento de
transconjugantes con el gen guaA interrumpido.

Se ha descripto el aislamiento de numerosos mutantes de purina derivados
de diversas especies de Rhizobium afectados en etapas tempranas de la
biosintesis (Djordjevic et al., 1996; Kim et al., 1988; Kerppola y Kahn, 1988;
Noel et al., 1988; Pain, 1978; Newman et al.,, 1994, 1995). Las cepas R. tropici
CIAT899-10T y S. melilott MC.1021 constituyen los unicos ejemplos de rizobios
afectados en la via de sintesis de guanina.

Los experimentos negativos en la obtenciéon de mutantes guaA de R. tropici
parecen indicar que estos mutantes podrian resultar inviables en las
condiciones de cultivo ensayadas o alternativamente, que el gen guaA se
localiza en una region del genoma con una baja frecuencia de recombinacion.
Concluimos que si bien el analisis del gen guaA de R. tropici constituye un

punto de interés dentro del contexto de nuestro proyecto, las dificultades
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experimentales no nos permitieron avanzar en esos momentos en la direccion

de encarar la respuesta a la pregunta inicial.

Analisis de la expresion génica en la region guaB

La expresion del operon guaBA de E. coli es regulado por diversos
mecanismos que responden a modificaciones en el metabolismo celular (Davies
y Drabble 1996, Hutchings et al., 2000). Considerando la esencialidad del gen
guaB para la simbiosis entre R. tropici y poroto y para el crecimiento de la
bacteria en condiciones de estrés térmico (Riccillo et al.,, 2000), es interesante
investigar si la expresion del gen guaB manifiesta cambios en respuesta a
factores tales como el estrés térmico, los niveles de purinas y el ambiente
intracelular del nédulo. Decidimos aproximarnos a estos analisis haciendo uso
de fusiones génicas a genes reporteros. Por otra parte, con el objeto de
profundizar la caracterizacion de la region guaB clonada, investigamos la
actividad transcripcional de los marcos de lectura que fueran identificados

adyacentes al gen guaB.

Actividad transcripcional de los marcos de lectura identificados en la
region guaB

Se realizaron fusiones entre el gen lacZ y los marcos de lectura, ORF1, guaB
y ORF2, respectivamente. En la figura 15 se representa la estrategia utilizada
para la construccion de estas fusiones. Los fragmentos conteniendo cada uno de
los marcos de lectura fueron subclonados utilizando los sitios de restriccion del
plasmido pMC6 identificados previamente. El fragmento EcoRI-Sall de 2.7 kb,
conteniendo el ORF1 y parte del extremo 5  del gen guaB, fue ligado al vector
pK18mob, digerido con las mismas enzimas, lo que resulta en el plasmido
pMC19. La secuencia lacZ-Gm, liberada del vector pAB2001 como fragmento
BamHI, fue insertada en el sitio Gnico BamHI del ORF1, originando los
plasmidos pMC21, con el inserto en la direccion del ORF1, y pMC22, con el
inserto en direccion opuesta (Figura 15.A). Una estrategia similar se utilizé para
el clonado del ORF2 y el extremo 3" del gen guaB, este fragmento Smal-Pstl de
2,5 kb se subclon6 en el vector pK18mob resultando en el plasmido pMC20. El

fragmento BamHI lacZ-Gm se insertdo en ambas direcciones en el sitio BamHI
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del plasmido pMC20 situado en la posicion 250pb de la region codificante del
ORF2, originando los plasmidos pMC23 y pMC24, respectivamente (Figura
15.B).

Para el clonado del gen guaB, se removio de pMC6 la region conteniendo este
gen y parte de las secuencias de los marcos de lectura adyacentes como un
fragmento BamHI de 3 kb. Para insertar la secuencia lacZ-Gm en el sitio Pstl
situado a 120pb de la region codificante de guaB, el fragmento guaB fue
previamente subclonado en el sitio BamHI del vector pUC-4K, el cual al ser
digerido con la enzima BamHI pierde los sitios de reconocimiento para la enzima
Pstl del sitio multiple de clonado. El plasmido resultante, pMC12, fue digerido
con la enzima Pstl y posteriormente ligado con el fragmento Pstl lacZ-Gm del
vector pAB2001. El casete lacZ-Gm fue clonado en ambas direcciones
resultando en los plasmidos pMC15 y pMC16 respectivamente. Estos plasmidos
fueron digeridos con la enzima BamHI para liberar el fragmento guaB-lacZ-Gm
de 7,3 kb el cual fue ligado al vector pK18mob digerido con la misma enzima.
Los plasmidos originados, pMC17 -derivado del plasmido pMC15- y pMC18 -
derivado de pMC16 presentaron el fragmento guaB-lacZ inserto en direccion
contraria al promotor lacZ del vector pK18mob (Figura 15.C). En todas las
construcciones, las orientaciones fueron determinadas por analisis de
restriccion.

Resumiendo, se construyeron los plasmidos pMC21, pMC18 y pMC24 los
cuales poseen las fusiones: ORF1l::lacZ, guaB::lacZ y ORF2:lacZ,
respectivamente. Asimismo, se construyeron fusiones similares en las cuales el
gen lacZ resulto insertado en sentido contrario a cada uno de los marcos de
lectura -pMC22 en el ORF1, pMC17 en el gen guaB y pMC23 para el ORF2- las
que fueron utilizadas como control negativo en los ensayos de expresion.

Los plasmidos obtenidos fueron transferidos a las cepas salvaje y mutante
guaB de R. tropici CIAT899 por conjugacion bi-parental. Las colonias
merocigotas se seleccionaron por su resistencia a Gm adquirida por la
integracion del plasmido al cromosoma mediante un tunico evento de
recombinacion. En la Figura 16 se describen las cepas y sus respectivas
fusiones. La nomenclatura adoptada para estos transconjugantes se

corresponde con la de las fusiones que portan: MC21, MC22, MC17, MC18,
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MC23 y MC24 precedidas del nombre de la cepa que derivan —CIAT899 o
CIAT899-10.T.

EcoRI

pMC6
10.7Kb

pK18mob PAB2001

B EcoRI

amp pMC6
10.7Kb

EcoRI

pK18mob
3.7Kb

EcoRI

PAB2001 pK18mob
am km 3.7Kb

pUC-4K

amp

Figura 15: Construccion de las fusiones génicas. En la figura se muestra la estrategia
seguida para la construccién de los plasmidos con fusiones entre el gen reportero lacZ y los
marcos de lectura abiertos de la regiéon guaB. Panel A. pMC21 (ORF1::lacZ), Panel B. pMC24
(ORF2::lacZ), Panel C. pMC18 (guaB::lacZ).
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Figura 16: Mapa de las fusiones transcripcionales en la regiéon guaB de R. tropici.
Se indican los fragmentos subclonados (lineas celestes), EcoRI-Sall, Smal-Pstl y BamHI-
BamHI, conteniendo los marcos de lectura ORF1, ORF2 y guaB respectivamente.
Asimismo se sefalan los sitios de insercién de la secuencia lacZ-Gm (triangulos verdes),
asi como la denominacion de las cepas merocigotas resultantes de la integracion

plasmidica en cada una de las regiones.
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Figura 17: Actividad p-galactosidasa de las cepas MC18, MC21 y MC24 crecidas en
medios de cultivo minimo (GTS) y rico (TY) respectivamente. Los valores corresponden al

promedio de por lo menos tres repeticiones independientes.

84



Monica Collavino CAPITULO III

En los ensayos de expresion, se determind la actividad fR-galactosidasa de las
células provenientes de los cultivos en fase exponencial incubados a 28°C en
medio rico (TY) o en medio minimo (GTS). Los resultados de estos ensayos se
presentan en la figura 17. Los merocigatas que portan las fusiones en el sentido
de los tres marcos ensayados mostraron actividad f5-gal superiores a la
expresion basal (considerando expresion basal a la actividad -gal observada en
la cepa salvaje), mientras que por el contrario la actividad de aquellas cepas con
el gen lacZ insertado en sentido opuesto no superan el valor de 40 UM. Las
cepas CIAT899.MC21 (ORF1l:lacZ) y MC24 (ORF2::lacZ) presentan mayor
actividad en condiciones de medio rico. Contrariamente, la cepa CIAT899.MC18
(guaB::lacZ) presento niveles similares de actividad f3-galactosidasa en ambos
medios. Ademas, el nivel de expresion de esta fusién en la cepa mutante guaB
resultéo el doble con respecto a los valores observados en la cepa salvaje
independientemente del medio ensayado. Por el contrario, la actividad de la
fusion ORF2::lacZ en el mutante guaB presenta los mismos niveles de actividad
que los observados en la cepa salvaje (Figura 18).

Concluyendo, la actividad de las fusiones MC18, MC21 y MC24 indican que
los marcos de lectura ORF1, guaB y ORF 2 se corresponden a genes activos. La
expresion del ORF2 no resulta afectada por la mutacion en el gen guaB,
indicando que la transcripcion de ORF2 y guaB ocurre en forma independiente.
Por otra parte, los niveles de expresion de las cepas CIAT899 y CIAT899-10.T
indican que la transcripcion del gen guaB se activa en el mutante defectivo en
IMPd, lo cual podria deberse a la acumulacion del substrato (IMP) y/o bajos
niveles de productos guanilados (ej. xantina o guanina) los cuales actuarian
como inductores de la expresion. Ademas, en todas las condiciones ensayadas
la actividad transcripcional del gen guaB fue mayor que la observada en el
ORF1, lo que nos permite suponer que el gen guaB se transcribe en forma
independiente. Esta hipotesis podria confirmarse analizando el fenotipo de un
mutante en el ORF1 y midiendo la expresion del gen guaB en este mutante. La
respuesta de este ensayo se encaro en el paragrafo siguiente.

Para alcanzar este objetivo se disen6 un par de oligonucleétidos especificos que
permiten amplificar un fragmento interno del ORF1. El fragmento de 320pb

resultante de la amplificacion fue clonado en el vector pSUP102, y transferido a
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R. tropici mediante conjugacion biparental. Ninguno de los transconjugantes TcR
analizados por hibridacién se correspondié con el reemplazo génico o alteracion
en la region del ORF1. Alternativamente, como estrategia para investigar la
presencia de un ARN mensajero del gen guaB independiente de la transcripcion
del ORF1, se analiz6 la actividad promotora en la region intergénica ORF1-guaB
mediante el uso de fusiones traduccionales, los resultados de este ensayo se

presentan en secciones posteriores.

Las purinas exdgenas afectan negativamente la expresion del gen guaB
de R. tropici

Con el objeto de analizar el perfil de expresion del gen guaB de R. tropici,
investigamos la actividad de la fusion MC18 (guaB::lacZ) bajo diferentes
condiciones de cultivo.

En las cepas salvaje y mutante guaB, la actividad de la fusion MC18 fue
mayor en bacterias que se encontraban en la fase exponencial temprana (DO
0.4-0.6) comparada con la actividad observada en cultivos de fase estacionaria.
Asimismo, en la cepa mutante guaB el nivel de actividad fue el doble comparado

con la cepa salvaje, independientemente de la fase de crecimiento (Figura 18).
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Figura 18: Niveles de expresion del gen guaB de R. tropici en las diferentes etapas
de crecimiento del cultivo. Se indican los valores promedios de la actividad de la

fusion guaB::lacZ medida en diferentes etapas del cultivo en las cepas salvaje y mutante
guaB.
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Considerando que la actividad de la fusion guaB::lacZ es mayor en la cepa
mutante guaB en comparacion con la cepa salvaje, investigamos el efecto del
agregado de purinas en el medio. En estos ensayos, las bacterias crecieron en
medio minimo hasta la fase exponencial temprana (0.3-0.4 DO600nm), en esta
etapa de crecimiento, se adicionaron respectivamente al medio los nucleé6tidos
guanina, xantina, adenina e hipoxantina en concentracion 0.3mM final. Luego
de cuatro horas de incubacién se tomaron muestras para determinar la
actividad [-galactosidasa. En los cultivos suplementados con guanina y
xantina, la actividad de la cepa CIAT899-10.T.MC18 disminuyé a niveles
similares a los presentados por la cepa salvaje (Figura 19.A). Mientras que en
los medios suplementados con adenina e hipoxantina, la reduccion de actividad
B-gal se observo luego de 12 horas (Figura 19.B). En contraste, encontramos
que la presencia de las purinas en el medio no afecta la expresion del gen guaB

en la cepa salvaje (Figura 19.A y B).
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Figura 19: Efecto de la adicion de purinas sobre la expresion de la fusion
guaB::lacZ. Se muestran los niveles promedio de actividad B-galactosidasa en las cepas
899MC18 y 899-10.T. MC18. Panel A Actividad a las 6 horas desde la suplementacion
con las purinas. Panel B Actividad luego de 12 horas de la adicién al medio con las

purinas.
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Se investigd ademas, la expresion del gen guaB en condiciones de estrés
térmico. Los cultivos de 28°C en fase exponencial fueron sometidos a estrés de
temperatura -45°C- durante diferentes tiempos de incubacién (15, 30, 60 y 120
minutos). La actividad de la fusion guaB::lacZ, medida en las cepas salvaje y
mutante guaB, no experimenté modificaciones en el curso del tiempo de estrés
ensayado.

En conclusion, la actividad de la fusion guaB::lacZ es mayor en cultivos en fase
exponencial, este resultado indicaria que la expresion del gen guaB es afectada
por la velocidad de crecimiento de la bacteria. Por otro lado, el estrés de
temperatura no afecta el patron de expresion del gen. Asimismo, considerando
el mayor nivel de actividad de la fusiéon guaB::lacZ detectado en el mutante
CIAT899-10.T y dado que este nivel es afectado negativamente por la presencia
de guanina y xantina en el medio, podemos concluir que la transcripcion del
gen guaB es afectada negativamente por los niveles aumentados de purinas que

actuarian como represores.

Analisis de la expresion de la region 5° adyacente al gen guaB

Con el objeto de delimitar la region 5" al gen guaB que presenta actividad
promotora, se construyeron fusiones traduccionales entre dicha secuencia y el
gen reportero lacZ. Primeramente, la secuencia comprendida entre 500 pb rio
arriba del codon inicial y 400pb de la secuencia codificante fue amplificada con
los oligonucleotidos especificos 10T1 —descripto en seccion anterior- y 10TR4
S-TGCGACTTTTCGACGACCGGG-3 -disenado por Riccillo (2000) utilizando
como molde el plasmido pMC6. El fragmento amplificado se clon6é en vector
pGemT-easy. El plasmido resultante, pMC3, fue digerido con las enzimas EcoRI
y Pstl, liberando el fragmento comprendido entre 500 pb rio arriba del ATG
hasta las primeras 60 pb de la secuencia codificante del gen. Este fragmento fue
ligado al plasmido pNM482 (Minton et al.,, 1984), previamente digerido con las
mismas enzimas, generando una fusion en fase con el gen lacZ. Las colonias de
E. coli con el plasmido construido, pMC4, presentaron actividad Pgalactosidasa
ensayada en medio sélido. La fusion guaB-lacZ, liberada como fragmento de 4
kb EcoRI-Dral, fue subclonada en el sitio EcoRI del vector pSUP204 en direccion

contraria al promotor de cloramfenicol (Figura 19). El plasmido resultante,
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pMCS5, fue transferido por conjugacion biparental a R. tropici. La presencia del
plasmido en los transconjugantes TcR fue confirmada mediante el analisis en gel

tipo Eckardt (1978).

Amplificacién por PCR de pMCeé6 ATG
la regién 5~ adyacente al
gen guaB y clonado en /;Lm
pPGEM-T easy

Digestién con EcoRI-
Pstl y clonado en el
vector pNM482

EcoRI

pNM482
Pstl 1
lacZ ATG

EcoRI Pstl

Digestion con EcoRly Dral y lacZ
ligacién al vector
pSUP204/ EcoRI

Dral

EcoRI
Cm ATG
EcoRI lacZ
pSUP204 EcoRI
1 Dral
TG

EcoRI
Tratamiento con Klenow de Pstl
los extremos no Cm
compatibles y ligacién lacZ
MCS5
P X _Dral
Klenow
EcoRI

Figura 20: Estrategia seguida para la construccion de una fusién traduccional guaB-lacZ. La
secuencia que comprende la regién S° intergénica entre el ORF1 y el gen guaB y parte de la
secuencia codificante del gen guaB fue amplificada y posteriormente clonada en el vector pGem-T
easy, lo que resulta en el plasmido pMC3. Posteriormente la regiéon S’adyacente al gen guaB fue
liberada como fragmento EcoRI-Pstl y clonada en el plasmido pNM482, generando una fusion en
fase con el gen lacZ. La fusién guaB-lacZ fue liberada como fragmento EcoRI-Dral por digestion del
plasmido pMC4, y ligada al plasmido pSUP204 digerido previamente con la enzima EcoRI. Se
ligaron los extremos compatibles y posteriormente la mezcla de ligaciéon fue tratada con el
fragmento Klenow de la enzima ADN Polimerasa I con el objeto de hacer romos los extremos no

compatibles Dral y EcoRI. La ligacién de estos extremos romos resulté en el plasmido pMCS5.
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La actividad de la fusion guaB-lacZ fue determinada en bacterias en fase
exponencial de crecimiento, incubadas en medio minimo a 28°C. El nivel de
actividad en la cepa mutante fue superior al de la cepa salvaje. El valor
promedio de actividad p-galactosidasa de las cepas CIAT899 (pMC5) (710UM) y
CIAT899-10.T (1300UM) fue similar a los niveles de actividad observados en las
mismas cepas con la fusion transcripcional MC18 (guaB::lacZ). La adicion al
medio de las purinas guanina y xantina estuvo asociada a la disminuciéon de la
actividad de la cepa CIAT899-10.T (pMCS) a valores cercanos al nivel de
expresion de la fusion en la cepa salvaje (780UM). Asimismo, la actividad de las
fusiones se analizaron en condiciones de estrés térmico, de acuerdo con las
condiciones ensayadas para las fusiones transcripcionales, encontrandose que
los niveles de actividad no son afectados por las altas temperaturas.

Se midi6 la actividad del plasmido pMCS5 en nodulos maduros (de 21 dias) de
poroto inducidos por las cepas salvaje y mutante guaB. Solo se detectd actividad
B-galactosidasa en nodulos inducidos por la cepa salvaje, por lo que no fue
posible comparar los niveles de expresion del gen guaB entre las cepas salvaje y
mutante durante la nodulacién. La ausencia de actividad f5-galactosidasa en los
nodulos de la cepa mutante se explica por el fenotipo defectivo en la simbiosis
de la cepa, dado que la cepa CIAT 899-10.T se encuentra bloqueada en la
liberacion desde el hilo de infeccion al interior de las células del nédulo (Riccillo
et al., 2000). Por otra parte, la actividad f5-galactosidasa de la cepa CIAT899
(PMCS, fusion guaB-lacZ) es similar en condiciones de vida libre y en extractos
de nodulos (Tabla 2), este resultado sugiere que la expresion del gen guaB de R.

tropici no se encuentra inducida en los nodulos maduros de poroto.

Tabla 2: Actividad B galactosidasa de la cepa CIAT 899 (pMC5) medida en
condiciones de vida libre y en los nédulos. Los datos presentados son los valores

promedios de tres repeticiones independientes.

Condiciones de DO%oo Actividad 3 galactosidasa (nmoles de ONP
crecimiento por min. por mg de proteinas)
Vida libre 0.8 85
Bacteroides 68
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Concluyendo, la region intergénica entre el ORF1 y el gen guaB presenta
actividad transcripcional y el patréon de expresion de esta region es semejante al
observado en el gen guaB analizado con la fusion transcripcional guaB::lacZ.
Estos resultados indican que la transcripcion del gen guaB es dirigida por la
actividad promotora de la region 5° adyacente al mismo, es decir que el gen
guaB se transcribe como un operén monocistronico independiente de la

expresion del ORF1.

Ensayos de de complementacion celular entre los mutantes NifD- y
GuaB-

La inoculaciéon mixta ha sido usada por varios autores para complementar el
fenotipo defectivo de diversos mutantes de rizobios (Muller et al., 1988; Kapp et
al., 1990; Ardourel et al.,, 1994; van Workum et al., 1998; Pellock et al., 2000).
En estos ensayos la simbiosis efectiva depende de la habilidad de las cepas
ensayadas de complementarse mutuamente a nivel celular. Considerando que el
mutante guaB de R. tropici se encuentra afectado en su capacidad de infectar
las células del nodulo en plantas de poroto (Riccillo et al., 2000), nos
preguntamos si este fenotipo defectivo podria ser complementado mediante la
co-inoculaciéon usando otra cepa GuaB*. Por otra parte, a los efectos de facilitar
el analisis del ensayo, usamos un mutante defectivo en su capacidad de fijar
nitréogeno (Fix), pero normal en su capacidad de formar nédulos en poroto. De
esta manera los ensayos de complementacion se evaluaron determinando la
actividad nitrogenasa de los nodulos resultantes, ya que esta actividad deberia
detectarse solo en el caso que la cepa guaB es complementada por el mutante
Fix-.

La mutacion de la cepa Fix- mapea en el gen nifD, el cual codifica la
subunidad a de la proteina MoFe dinitrogenasa. Los mutantes alterados en este
gen en las especies S. meliloti y B. japonicum (Ruvkun et al.,, 1982; Hahn y
Studer, 1986) son capaces de completar el proceso de infeccion, pero los
nodulos resultan inefectivos (Fix). Considerando que estos mutantes presentan
las caracteristicas deseadas para evaluar la complementacion del mutante
guaB, se construy6 la cepa nifD de R. tropici. Este mutante se obtuvo por

mutagénesis especifica utilizando un fragmento interno del gen nifD; el cual fue
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amplificado usando los oligonucledtidos NifDF/NifDR disenados a partir de
regiones muy conservadas del gen (Stoltzfus et al,, 1997). El fragmento
amplificado, de 390 pb, se clond en el vector pSUP102 -no replicativo en los
rizobios- y fue transferido a R. tropici CIAT899 por conjugacion biparental. Los
transconjugantes TcR, fueron analizados por hibridacion de ADN total.

Como se observa en la Figura 13, se aislaron dos cepas transconjugantes,
CIAT899-G y CIAT899-B, en las cuales el gen nifD salvaje resulto interrumpido
por un evento de recombinacion. Posteriormente, se inocularon plantas de
poroto con las cepas nifD. Luego de cuatro semanas de la inoculacion, las
plantas presentaron aspecto clorotico en comparacion con las inoculadas con la
cepa salvaje. Los nédulos de estas plantas fueron similares a los inducidos el
mutante CIAT899-10.T en tamano, numero, y distribucién en la raiz. Ademas,
usando el método de reduccion de acetileno no se detecté actividad nitrogenasa
en los noédulos inducidos por los mutantes nifD lo que confirma el fenotipo Fix-
de estas cepas en plantas de poroto y demuestra que los mutantes nifD son
apropiados para su uso en el ensayo propuesto.

Los ensayos de co-inoculacion se realizaron con plantas de poroto y una
mezcla de las cepas mutante guaB CIAT899-10.T y mutante nifD -CIAT899-G o
CIAT899B- en una relaciéon 1:1. Las plantas fueron inoculadas con 1 ml de los
cultivos bacterianos en una concentracién de 107 bacterias por ml. Asimismo, se
realizaron inoculaciones simples con las cepas analizadas. A las cuatro
semanas, en todos los tratamientos las plantas presentaron sintomas de
clorosis (Figura 14) y el aspecto de los nodulos fue similar a los formados por las
cepas Fix-. Los nédulos fueron cosechados, esterilizados superficialmente y a
partir de los mismos se aislaron los rizobios plaqueando en medio TY/agar
suplementado con los antibioticos que permiten seleccionar las cepas CIAT899-
10.T (NmR) y CIAT899G y B (TcR). En todos los tratamientos de co-inoculacion se
observo el 100% de los nodulos ocupados por las cepas nifD; asimismo, las
determinaciones de la actividad de nitrogenasa indicaron que estos nodulos
eran inefectivos.

En los ensayos de inoculacion simple, a los 7 dias de la inoculacién, las
raices inoculadas con la cepa CIAT 899-10.T presentaron engrosamientos

visibles solo con lupa, mientras que las plantas inoculadas con la cepa nifD, al
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igual que la cepa salvaje, presenta nodulos discretos que se observan a simple
vista. Teniendo en cuenta que el mutante guaB presenta un retraso en el inicio
de la nodulacion y con el proposito de favorecer la entrada de las dos cepas,
realizamos nuevos ensayos de co-inoculacion aumentando la proporcion del
mutante guaB respecto a la cepa nifD (1/10; 1/100; 1/1000). Sin embargo, a
partir de los nodulos inducidos en todos los tratamientos se aislaron solamente
bacterias nifD.

Los resultados de ensayos de complementacion descriptos por otros autores
parecen indicar que la complementacion celular durante el proceso infectivo,
requiere que las cepas logren un contacto muy cercano, implicando una
invasion simultanea y que ambas cepas se acompanen en la infeccion (Kapp et
al., 1990). Si bien en las condiciones ensayadas el mutante nifD no
complementa el fenotipo simbidtico defectivo del mutante guaB, no podemos
descartar que el resultado negativo en el ensayo de complementacion se deba a
que el ingreso de los mutantes durante el proceso de infeccion no sea
simultaneo de manera de asegurar la complementacion. Alternativamente, la
cepa nifD podria ser mas competitiva en la nodulacion iniciando asi el proceso
infectivo antes que el mutante guaB. La mutacion en el gen rosR, el cual codifica
para un regulador transcripcional, afecta la superficie celular, la competencia en
la nodulacion y el crecimiento en la rizosfera de R. etli (Araujo et al., 1994;
Bittinger et al., 1997). En ensayos de inoculacion simple en plantas de poroto, el
mutante rosR no esta afectado en la nodulacion, sin embargo en las mezclas de
coinoculacion con la cepa salvaje es necesario un exceso de 17000 veces la cepa
mutante para obtener igual ocupancia en el nédulo (Araujo et al. 1994). En
nuestros resultados, la ausencia de bacterias guaB en los nodulos inducidos en
los ensayos de co-inoculacion podria deberse a una menor competitividad de la
cepa CIAT899-10.T en relaciéon con el mutante NifD-.

Concluimos que el avance en el proceso infectivo del mutante nifD es mayor
que el del mutante guaB y que este tipo de ensayos requiere el uso de mutantes
de R. tropici que se encuentren afectados en las etapas tempranas de la
infeccion, para asegurar que la invasion sea simultanea con la cepa mutante

CIAT899-10.T.

93



Monica Collavino CAPITULO III
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Figura 13: Obtencion de mutantes Fix-. Analisis de hibridacion de ADN gendémico de
la cepa CIAT899 y de ocho transconguantes TcR. El ADN de las cepas analizadas fue
digerido con la endonucleasa EcoRI, y los fragmentos resultantes separados en geles de
agarosa. Se utiliz6 como sonda el fragmento interno del gen nifD marcado con dATP
biotinilados. Las cepas transconjugantes B y G muestran el patron de hibridacién

esperado para una integracion plasmidica en el gen nifD.

CIAT899-10.T CIAT899-B nifD/guaB CIAT899
1:1

Figura 14: Ensayos de coinoculaciéon con los mutantes nifD y guaB de R. tropici en
plantas de poroto. Se observa el aspecto clorético de las plantas inoculadas con los
mutantes nifD y guaB -por separado o en inoculaciones mixtas - en comparacion con la

planta inoculada con la cepa salvaje.
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DISCUSION

En este capitulo se describe el clonado de la region que contiene al gen guaB
en R. tropici asi como el analisis fisico y génico de la misma. En esta region se
identifican tres marcos de lectura: ORF1-guaB-ORF2. El ORF1, por similitud de
secuencia, pertenece a la familia de metalo-betalactamasas, mientras que el
ORF2 no presenta homologia significativa con ninguna proteina.

Los genes implicados en la sintesis de novo de guanina se han estudiado en
detalle en E. coli. En esta especie los genes guaB y guaA forman un operén con
un solo promotor adyacente al gen guaB. Por el contrario, en los rizobios con
genoma secuenciado, los genes gua no se encuentran fisicamente asociados. El
analisis de la secuencia genomica de R. tropici mediante ensayos de hibridaciéon
demuestra que el gen gudA se encuentra localizado en una region cromosomal
distinta a guaB.

El promotor del operon guaBA de E. coli muestra caracteristicas propias de
los promotores ribosomales: la secuencia -10 similar al consenso de los
promotores reconocidos por el factor 079, la region rica en GC adyacente a la
secuencia -10 y el elemento activador AT posicionado rio arriba de la secuencia
promotora; ademas presenta, al igual que el resto de los genes implicados en la
sintesis de purinas, un sitio de union para el regulador de la transcripcion PurR
(Davies y Drabble, 1996). En comparacion con los numerosos estudios
relacionados con los promotores simbioéticos (Morett y Buck, 1989; Fisher et al.,
1994; Rushing y Long, 1995), los promotores de los genes estructurales en los
rizobios han sido poco analizados. En B. japonicum los promotores de los genes
ribosomales presentan secuencias consenso -35/-10 las cuales son reconocidas
por el factor o que pertenece a la familia de los factores 070 (Beck et al., 1997). El
analisis de la region 5" adyacente al gen guaB en los rizobios demostré que la
misma presenta secuencias muy conservadas: un box de 32 nucleétidos, la
secuencia Shine-Dalgarno, y una posible region promotora similar a la
secuencia -10 del gen guaB de E.coli (Davies y Drabble, 1996). Las secuencias
conservadas en esta region no son similares a la secuencia consenso de union a
PurR presente en los genes pur de E. coliy B. subtilis (Schumacher et al., 1994;
Saxild et al., 2001). En B. subtilis, la region promotora de los genes guaB y guaA

no presentan secuencias de union a PurR (Kanzaki y Miyagawa et al., 1990;
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Mantsala y Zalkin et al., 1992), estos genes tampoco forman parte del segundo
regulon de la via de sintesis de purinas, XptR (Johansen et al., 2003).

El resultado del analisis de la expresion de la region genémica que comprende
al gen guaB demuestra que los tres marcos de lectura identificados se
corresponderian con genes funcionales. Estos tres genes serian
transcripcionalmente independientes entre si. Efectivamente encontramos que
la interrupcion del gen guaB no afecta la transcripcion del ORF2 que se
encuentra localizado rio abajo de guaB, por lo que su transcripcion es
independiente del gen guaB. Por otra parte, la region intergénica ORF1-guaB
presenta actividad promotora, y la actividad de esta region es similar a la del
gen guaB analizado con la fusion génica guaB::lacZ, indicando que la
transcripcion del gen guaB es dirigida por la region 5 analizada y es asimismo
independiente de la transcipcion del ORF1. Estos resultados son coincidentes
con los descriptos para B. subtilis, en esta especie el gen guaB se transcribe en
forma independientes en un mensajero monocistronico (Saxild y Nygaard, 1988).

En E. coli el operén gua se induce con la adicién de adenina y se reprime en
presencia de guanina (Thomas y Drabble, 1985). Si bien PurR modula la
expresion del operon, los valores de inhibicion de la expresion son mayores que
los mostrados por la accion de este regulador, lo que indica que los genes gua
poseen un mecanismo de regulacion especifico distinto a PurR (Meng et al.,
1990; Hutchings y Drabble, 2000). El gen guaB se encuentra activado en el
mutante defectivo en IMPd, asimismo, la suplementacion al medio con purinas
afecta negativamente la expresion del gen, indicando que los nucleotidos
xantina y guanina se encuentran involucradas en la represion del gen guaB, y
que probablemente el mutante experimenta una oferta celular limitada de
guanilatos que conduce a una mayor expresion de guaB. Por otra parte, la
actividad transcripcional de la fusién guaB::lacZ es mayor en cultivos en fase
exponencial lo que sugiere que la expresion de guaB es afectada por la velocidad
de crecimiento y a su vez depende de la demanda de precursores de nucleo6tidos
para la division celular. En forma similar, en E. coli la expresion del gen guaB se
induce en cultivos que presentan mayor tasa de crecimiento (Davies y Drabble,

1996).
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En E. coli el gen guaB no parece estar relacionado con la respuesta al estrés
térmico, los estudios de expresion gendémica mediante microarreglos de ADN
(microarrays) indican que la actividad del gen disminuye en condiciones de
estrés de temperatura (Richmond et al, 1999). Asimismo, el gen guaB es
inhibido en respuesta a la expresion constitutiva de la proteina MarA, la cual es
considerada como una de las nuevas proteinas del mecanismo de E. coli de
respuesta al estrés térmico (Barbosa y Levy, 2000).

Nuestros resultados demuestran que la complementacion con el gen guaB
revierte las caracteristicas defectivas observadas en el mutante CIAT899-10.T
indicando que la expresion del mismo es importante para la simbiosis de poroto
y para la tolerancia térmica de R. tropici. Ensayos previos han demostrado que
la suplementacion con guanina le permite al mutante 10.T recuperar la
tolerancia térmica, lo que demuestra la asociacion entre la guanina o algun
compuesto guanilado y la respuesta al estrés térmico (Riccillo et al., 2000). Sin
embargo, aunque el requerimiento de guanilatos para la tolerancia térmica es
claro, los resultados del presente capitulo indican que el estrés térmico no
afecta la expresion del gen guaB. La combinacion de estos datos sugieren que la
expresion constitutiva del gen guaB en R. tropici es suficiente para mantener el
nivel de guanina requerido durante el crecimiento en condiciones de estrés de

temperatura.

97



CAPITULO 1V

La capacidad de sintesis de
proteinas de estrés térmico en
el mutante guaB de R. tropici



Monica Collavino CAPITULO IV

INTRODUCCION

Mecanismos de respuesta al estrés de temperatura en bacterias

La respuesta al estrés térmico es un mecanismo de proteccion celular
presente en todos los organismos (Neidhardt y VanBogelen, 1987). Ante un
incremento de temperatura, las células responden con la induccién de la
sintesis de un grupo de proteinas denominadas proteinas de estrés térmico
(HSPs, Heat Shock Proteins). Las mayoria de las HSPs se encuentran altamente
conservadas, algunas son proteinas que actian como chaperonas moleculares
(Sistemas GroEL y DnaK) o proteasas ATP dependientes (Lon, CLpH) y juegan un
rol importante en el plegamiento y reciclaje de las proteinas tanto durante el
crecimiento normal como en condiciones de estrés (Yura y Nakahigashi, 1999).
Los estudios de genomica funcional permitieron la identificacion de nuevas
proteinas de E. coli que también se inducen durante el estrés térmico; por
ejemplo, las proteinas MarA y MarR involucradas en la resistencia a antibiéticos
y a otros estreses ambientales (Richmond et al., 1999; Barbosa y Levy, 2000)

A partir de los estudios realizados en E. coliy B. subtilis se han descripto dos
mecanismos de regulacion por estrés térmico (Yura et al., 2000). La expresion de
la mayoria de las HSPs citoplasmaticas de E. coli se encuentra controlada
positivamente por el producto del gen rpoH, este factor o alternativo, 032, dirige la
actividad de la ARN polimerasa hacia la transcripcion de los promotores de
estrés térmico (Yura et al.,, 2000). El nivel del factor 032 se incrementa en
respuesta al estrés térmico, principalmente a través de la traduccion del ARN
mensajero rpoH y por la estabilizacion transciente del factor (Morita et al., 1999).
En las condiciones normales de temperatura, el nivel de 032 se encuentra
regulado negativamente por la accion de las chaperonas que integran el sistema
DnaK-DnadJ y GrpE las cuales inactivan al factor 632 por asociacion directa -
control de actividad- y median su degradacion por proteasas como la proteina
FtsH -control de la estabilidad- (Tomoyasu et al.,, 1998). Un segundo grupo de
genes de estrés es controlado por otro factor de transcripcién, oF, el cual
funciona principalmente en respuesta a estimulos extracitoplasmaticos, como
por ejemplo la presencia de proteinas periplasmaticas no plegadas, y las
condiciones de temperaturas extremas (Missiakas y Raina, 1997). Asimismo, el

operon psp, relacionado con el estrés por infeccion por fagos, también responde
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en condiciones de estrés térmico y su transcripcion es promovida por el factor
05% (Model et al., 1997).

Estos resultados senialan una regulacion especifica de la proteccion al estrés
térmico que responde a diferentes senales internas y del ambiente, con factores
de transcripcion propios en cada caso.

Se han identificado numerosos genes homoélogos a rpoH en mas de 20
especies de proteobacterias (Nakahigashi et al., 1998). El mecanismo de
induccion de las HSPs mediado por el incremento de rpoH en condiciones de
estrés térmico se conserva en estos diversos microorganismos (Yura et al., 2000).

Los genes de B. subtilis que codifican para las HSPs pueden dividirse en
cuatro subclases regulatorias. Los genes que codifican para las chaperonas del
sistema DnaK y GroEL-GroES (clase I) se transcriben aun en condiciones de
estrés usando el factor principal 079, y son regulados negativamente por la union
del represor HcrA a la secuencia operadora CIRCE (Controlling Inverted Repeat
of Chaperone Expression) (Zuber y Schumann, 1994). Los genes de clase II,
controlados por el factor de estrés general oB se inducen también en condiciones
limitantes de nutrientes o de oxigeno (Hecker y Volker, 1998). Finalmente, los
genes de clase III y IV son independientes de HcrA y oB, el regulon CtsR (claselll)
es controlado por el represor CtsR (Derre et al.,, 1999), en los genes de clase IV
los mecanismos de regulacion no se encuentran bien identificados (Narberhaus,
1999; Yura et al., 2000).

El sistema CIRCE-HrcA esta presente no solo en las bacterias Gram-positivas,
sino también en algunas a-proteobacterias, cianobacterias y clamidias (Segal y
Ron, 1998); presentando en cada grupo patrones diferentes de regulacion del

estrés térmico (Narberhaus, 1999; Yura et al., 2000).

Mecanismos de estrés térmico en los rizobios

Los elementos de control implicados en la respuesta al estrés térmico en los
rizobios son varios. En B. japonicum, A. tumefaciens y S. meliloti se detectaron
los genes homologos a rpoH (Narberhaus et al., 1996, 1997; Nakahigashi et al.,
2001; Ono et al, 2001; Oke et al.,, 2001). El aumento del nivel de 032 ocurre
principalmente a nivel transcripcional, a diferencia de lo que se observa en las y-

proteobacterias (Narberhaus et al., 1997; Nakahigashi et al., 2001). La mayoria
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de las proteinas de estrés térmico identificadas en los rizobios son controladas
por RpoH. Existen ademas mecanismos de regulacion negativos que controlan a
las HSPs. El sistema CIRCE-HrcA regula a los genes groESL en A. tumefaciens y
B. japonicum (Narberhaus, 1999). Una secuencia muy similar a la secuencia
CIRCE del operon groE de A. tumefaciens se encuentra rio arriba del gen groELc
en S. meliloti (Ogawa y Long, 1995). Otro elemento de control de B. japonicum es
el lamado ROSE (Repression Of heat Shock gene Expression), el cual controla la
expresion de al menos cinco operones de estrés térmico (Narberhaus, 1999) y
ademas a la mayoria de las denominadas proteinas pequenas de estrés térmico
(Mtinchbach et al. 1999).

Es interesante destacar que algunas HSPs participan en el proceso de la
expresion de la capacidad de fijar nitrogeno. La actividad de la chaperonina
GroEL es necesaria para el plegamiento correcto y el ensamblaje de la
nitrogenasa de A. vinelandii (Ribbe y Burgess, 2001). En B. japonicum el operén
groESLs, controlado por el factor alternativo 654, es activado por el regulador
NifA cuando la tension de oxigeno ambiental disminuye, de esta manera uno de
los operones de la chaperonina es co-regulada junto a los genes nif y las
condiciones de su expresion coinciden con las de la fijacion de nitrogeno
(Fischer et al., 1993).

En S. meliloti se detectaron al menos cuatro copias de genes homoélogos
groEL, algunas de las cuales se localizan en los megaplasmidos (Rusanganwa y
Gupta, 1993). La interrupcion del gen groEL cromosomal afecta la actividad de
las proteinas NodD1, NodD3 y SyRM, probablemente a nivel de su plegamiento.
Los mutantes groELc nodulan tardiamente y los nédulos formados son Fix-
(Ogawa y Long, 1995). Asimismo, la sobre-expresion de la proteina GroEL de S.
meliloti 2011 aumenta los niveles de expresion los genes nod (Wais et al., 2002).

La proteina DnaK parece ser otra proteina de estrés requerida para la
simbiosis efectiva S. meliloti-alfalfa. El peso seco de las plantas inoculadas con
mutantes dnaK resulta menor que el peso seco de las inoculadas con la cepa
salvaje. [Summers et al., 1998). Consistentemente, se ha encontrado que el gen
dnakK, al igual que los genes que codifican para varias proteinas tales como las

pequenas proteinas, las proteinas del sistema GroEL y numerosas proteasas,
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tienen una expresion marcada en los bacteroides (Natera et al., 2000; Djordjevic
et al., 2003; Becker et al., 2004).

Los mutantes dnaJ de R. leguminosarum bv. phaseoli, inducen nodulos Fix-
en plantas de poroto. El analisis enzimatico demuestra que la mutacion del gen
afecta la expresion y la actividad de las enzimas implicadas en el metabolismo
del glutamato (Labidi et al., 2000).

Concluyendo, estos antecedentes parecen indicar que, considerando el
proceso de infeccion y adaptacion al ambiente endofitico como una sucesion de
eventos estresantes para la bacteria (Brewin, 1998), es razonable el
requerimiento de la expresion de HSPS durante estos procesos. Ademas, pone
en evidencia que la sintesis de proteinas que participan en el proceso de
simbiosis y fijacion de nitrégeno requiere de proteinas que podrian estar

directamente relacionadas con su plegado y/o estabilizacion.

El estrés de temperatura en la simbiosis Rhizobium-leguminosas

La eficiencia de la nodulacion en condiciones naturales resulta afectada por
una variedad de condiciones adversas tales como la exposicion a altas
temperaturas, pH extremos, limitacion de nutrientes, estrés oxidativo o la
presencia de altos niveles de metales pesados (Sadowsky y Graham, 1998).

En las regiones tropicales, la temperatura es uno de los factores limitantes
para la fijacion biologica, el efecto de la misma depende tanto de la planta como
de la especie bacteriana implicada en la simbiosis (La Favre y Eaglesham, 1986;
Arayankoon et al.,, 1990). En plantas de poroto la infeccion y la fijacion son
efectivas solo en un rango estrecho de temperaturas (Phia y Munns, 1987;
Hernandez-Armenta et al.,, 1989). A partir de un estudio realizado en suelos de
Brasil, se han identificado una variedad de cepas capaces de nodular poroto en
condiciones de alta temperatura (Hungria et al., 1993; Michiels et al., 1994). Las
cepas con mayor competitividad y eficiencia en las areas tropicales, CIAT899
(Martinez-Romero et al.,, 1991) y PRF81 (Hungria et al., 2000) pertenecen a la
especie R. tropici.

El mutante de R. tropici CIAT899-10.T se encuentra afectado en su tolerancia
térmica y en la simbiosis con poroto (Riccillo et al., 2000). Con el objeto de

determinar si la incapacidad de crecer en condiciones de alta temperatura
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puede encontrarse asociado con una expresion defectiva de las proteinas de
estrés térmico, analizamos comparativamente el patron de expresion de las

mismas en las cepas salvaje y mutante guaB de R. tropici.
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RESULTADOS

Perfil de las proteinas generales durante el estrés térmico
Investigamos el efecto del aumento de temperatura sobre el perfil de proteinas
totales de las cepas CIAT899 y CIAT899-10.T. Se tomaron muestras periodicas
en el curso de 60 minutos de los cultivos en fase exponencial de crecimiento
incubados en medio minimo a 28°C y 45°C, respectivamente. Las muestras
fueron procesadas (ver Capitulo II) y analizadas en un gel de gradiente (7% a
23%) de poliacrilamida/SDS (PAGE-SDS). En la figura 1 se presentan los
resultados de este ensayo. En las condiciones de electroforesis ensayadas, se
identificaron numerosas proteinas con peso molecular en el rango de 12 a 120
kDa en los extractos celulares de ambas cepas. El aumento de temperatura no
modifica el perfil de proteinas de la cepa salvaje ni de la mutante. Concluimos
que el aumento de temperatura no afecta la acumulacion ni el perfil de

proteinas en estas cepas.

Sintesis de las proteinas de estrés térmico en R. tropici

Con el objeto de analizar la expresion de las HSPs en el mutante guaB de R.
tropici, se investigd la sintesis de novo de proteinas en condiciones de estrés
térmico. Los cultivos en fase exponencial de crecimiento (DOeoo 0.4) de las cepas
salvaje y mutante guaB fueron incubados durante 10 minutos a 45°C, e
inmediatamente marcados con un pulso (5 minutos) de 35S metionina.

Las proteinas fueron separadas en un gel PAGE-SDS y reveladas por
autoradiografia. El resultado se muestra en la figura 2. En ambas cepas el
aumento de temperatura provoco una disminucion generalizada de la sintesis
de proteinas. Sin embargo, el gel revel6 que unas pocas bandas aparecieron
mas intensas (Fig. 2). Estas bandas se corresponden con polipéptidos de una
masa estimada de: 97kDa, 70kDa, 63kDa, 19kDa y 12kDa, siendo mayor el
incremento de los polipéptidos de 63 kDa y 19 kDa. Los pesos moleculares de
las proteinas observadas fueron similares a los descriptos para las HSPs de R.
tropici (Michiels et al., 1994). Las diferencias entre estos resultados y los
ensayos de expresion general de proteinas descriptos en la seccion anterior, en

donde no se observan modificaciones en los perfiles de proteinas en respuesta
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al incremento de temperatura, se deben a las caracteristicas propias de ambos
meétodos.

En la Tabla 1 se intenté establecer una asociaciéon entre los pesos
moleculares de los polipéptidos diferenciales que aparecen en condiciones de
estrés térmico en R. tropici y algunas de las HSPs de E. coli (Neidhardt y
vanBogelen, 1987). También se presentan las HSPs descriptas en R.
leguminosarum bv. phaseoli (Michiels et al., 1994) y S. meliloti (Ono et al., 2001).

Este analisis comparativo nos permitido asignar como posibles proteinas
GroEL y DnaK a las proteinas de R. tropici de 63 kDa y 70 kDa,
respectivamente. Con el objeto de evaluar esta asignacion, se analizaron por
ensayos de inmunoblot (western blot), los extractos celulares de R. tropici
utilizando los anticuerpos policlonales anti-GroEL y anti-DnaK de Chromatium
vinosum. En este ensayo, los cultivos de las cepas CIAT899, CIAT899-10.T y E.
coli DHS5a fueron sometidos a estrés de temperatura (45°C) durante 5, 15, y 30
minutos. Ambos anticuerpos ensayados en extractos celulares de E. coli
detectan bandas que se incrementan en condiciones de estrés térmico y sus
pesos moleculares coinciden con los de las proteinas GroEL y DnaK. Este
resultado confirma que en nuestras manos, los respectivos anticuerpos, anti-
GroEL y anti-DnakK, detectan proteinas que responden al incremento de
temperatura, de acuerdo con el comportamiento de las proteinas GroEl y DnakK.

En el ensayo con los extractos celulares de R. tropici, el anticuerpo anti-DnaK
revela una Unica proteina con peso molecular de 70 kDa similar a DnakK, la cual
se incrementa a los 5 minutos del aumento de temperatura (Fig. 3). Por otro
lado el uso del anticuerpo anti-GroEL revela una banda intensa de ~63 kDa,
cuya intensidad es atiin mayor en condiciones de estrés térmico. Los ensayos de
inmunoblot con el extracto de las cepas mutante y salvaje presentan el mismo
perfil de bandas con incrementos similares en condiciones de estrés térmico.

La induccién que se observa en condiciones de estrés térmico en los ensayos
de sintesis de novo con marcacion radioactiva y la deteccion de bandas con
pesos moleculares similares por ensayos de inmunoblot con los anticuerpos
anti-DnaK y anti-GroEL, sugiere que los polipéptidos de 70 kDa y 63kDa de R.

tropici corresponden efectivamente a DnaK y GroEL.
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Figura 1: Perfil de proteinas generales de las cepas CIAT 899 y CIAT 899-10.T en
condiciones de estrés térmico. Las proteinas fueron analizadas por SDS-PAGE en gel

de gradiente (7% a 23%).
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Figura 2: Sintesis de novo de proteinas de R. tropici. , S. meliloti y E. coli durante el
estrés térmico. Las proteinas marcadas con 35S metionina fueron analizadas en un gel
12% PAGE-SDS y reveladas por autoradiografia. Se indican las HSPs observadas en la

cepa mutante (cabezas de flechas).
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Tabla 1: Proteinas de estrés térmico observadas en R. tropici, E. coliy S. meliloti. En la

tabla se indican las HSPs de peso molecular similar a las proteinas que se inducen por

estrés térmico en las cepas CIAT 899 y CIAT 899-10.T.

R. tropici CIAT E. coli (1) S. meliloti (2) R. leguminosarum bv.
899 phaseoli (3)
97 kDa proteina Lon de 94 100 kDa 97 kDa
kDa
70 kDa DnaK de 69 kDa 76 kDa 68 kDa
63 kDa GroEL 62.8 kDa GroEL, 66 y 60 61 kDa
kDa
19 kDa HtpL y HtpO (21.5 20 kDa 21 kDa y 19kDa
kDa y 21 kDa)
12 kDa GroES 10.6 kDa y 12 kDa

HtpN 13.5kDa

(1) Neidhardt y vanBogelen, 1987
(2) Ono et al., 2001
(3) Michiels et al., 1994

Figura 3: Expresion de las proteinas GroEL y DnaK en R. tropici CIAT899. Los
extractos crudos de las cepas salvaje (A) y mutante guaB (B) fueron analizados mediante
ensayos de inmunoblot utilizando anticuerpos anti-GroEL y anti-DnaK de Chromatium.

vinosum.
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Asimismo, investigamos la sintesis de novo por marcacion radioactiva de las
HSPs de las cepas salvaje y mutante guaB de R. tropici, ensayando diferentes
condiciones de temperatura y tiempos de estrés. En el ensayo de estrés térmico
en diferentes temperaturas los cultivos en fase exponencial de las cepas
CIAT899 y CIAT 899-10.T fueron incubados durante 10 minutos a 37°C, 39°C,
42°C y 45°C respectivamente, y marcados con un pulso de 5 minutos de 35S
metionina. La figura 4 muestra el incremento de los niveles de las HSPs, en
ambas cepas, desde los 37°C en todas las temperaturas de estrés ensayadas. El
perfil de proteinas inducidas en las diferentes temperaturas fue similar en la
cepa salvaje y mutante guaB. Ademas, se observo a 37° la induccion de las
HSPs de S. meliloti, lo que concuerda con los resultados de Ono et al. (2001).

Con el objeto de analizar la sintesis de las HSPs en el curso del tiempo,
incubamos cultivos de las cepas CIAT899 y CIAT899-10.T a 45°C durante 15, 30
y 60 minutos. En la figura 5 se observan los resultados del ensayo. A los 15
minutos del incremento de temperatura se observo la induccion de la sintesis de
las proteinas de estrés en ambas cepas. En la cepa mutante la sintesis de todas
las HSPs disminuy6 marcadamente en comparacion con los niveles de sintesis
de la cepa salvaje luego de 30 minutos de estrés, y se detuvo completamente a
los 60 minutos de incubacion a 45°C, a diferencia de la cepa salvaje la cual
mantuvo la expresion de las HSPs en este tiempo. La adicion de guanina (0.14
mM) al medio de cultivo le permitiéo al mutante mantener la sintesis de proteinas
luego de 30 minutos en condiciones de estrés térmico (Fig. 6). Este resultado es
consistente con el fenotipo defectivo en la tolerancia térmica de la cepa mutante
CIAT899-10.T (Riccillo et. al., 2000).

Concluyendo, las cepas mutante guaB y salvaje de R. tropici inducen la
sintesis de las HSPs en respuesta al estrés térmico. En ambas cepas la respuesta
de estrés se observo a partir del incremento de temperatura a 37°C y el perfil de
proteinas observado en geles unidimensionales es similar en tiempos de estrés
cortos (hasta 15 minutos). Sin embargo, a los 30 minutos de estrés a 45°C, la
sintesis de HSPs disminuye marcadamente en el mutante y se detiene
completamente a los 60 minutos. La suplementacion del mutante con guanina
restaura los niveles de sintesis de proteinas observados en la cepa salvaje en

estas condiciones.

108



Monica Collavino CAPITULO IV

Figura 4: Sintesis de novo de proteinas de R. tropici y S. meliloti en diferentes
condiciones de temperatura. Los cultivos fueron incubados durante 10 minutos a
37°C, 39°C, 42°C y 45°C respectivamente y marcados con un pulso de 5 minutos de 35S
metionina. Las proteinas fueron analizadas en un gel 14% PAGE-SDS. Lineas: A. R.
tropici CIAT899-10.T; B. R. tropici CIAT 899; C. S. meliloti 1021; D. R. tropici CIAT 899-
10.T; E. R. tropici CIAT 899; F. S. meliloti 1021; G. CIAT 899-10.T; H. CIAT 899; I. S.
meliloti 1021; J. CIAT 899-10.T; K. CIAT 899; L. S. meliloti 1021; M. CIAT 899-10.T; N.
CIAT 899; O. S. meliloti 1021.
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Figura 5: Sintesis de novo de proteinas en las cepas salvaje y mutante guaB de R.
tropici analizadas en diferentes tiempos de estrés térmico. Los cultivos fueron
incubados a 45°C durante 15, 30 y 60 minutos. Las condiciones de marcacién radiactiva

y el analisis de las proteinas son semejantes a las descriptas en la figura 4.
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Figura 6: Efecto de la suplementacion del medio con guanina sobre la sintesis de
proteinas de la cepa mutante CIAT899-10.T durante el estrés térmico. Los cultivos
de las cepas salvaje y mutante guaB fueron incubados a 28°C o alternativamente a 45°C
durante 30 minutos. Las proteinas fueron marcadas con 35S metionina durante 5

minutos y analizadas en un gel 15% PAGE-SDS.
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DISCUSION

El efecto de los cambios bruscos de temperaturas en la sintesis de proteinas
ha sido estudiado en la mayoria de los organismos, encontrandose en todas las
especies examinadas la induccion de un numero pequefio de proteinas
denominadas proteinas de estrés térmico (Neidhardt y VanBogelen, 1987). En el
presente capitulo se analiza el efecto del estrés térmico sobre la sintesis de
proteinas en las cepas salvaje y mutante guaB de R. tropici CIAT899.

Los ensayos de sintesis de novo de proteinas en condiciones de alta
temperatura mostraron, en las cepas salvaje y mutante, la disminucién de la
sintesis de la mayoria de las proteinas y el incremento de cinco polipéptidos (de
97kDa, 70kDa, 63kDa, 19kDa y 12kDa), siendo sus pesos moleculares similares
a los reportados por Michiels et al. (1994) para las proteinas de estrés térmico
de R. tropici En ambas cepas el aumento de los niveles de todas las HSPs
identificadas se observa desde los 5 minutos de estrés en los diferentes
incrementos de temperatura (desde 37°C) ensayados. En S. meliloti, las HSPs se
dividen en dos grupos de acuerdo a su cinética de induccion, las proteinas que
se inducen rapidamente luego del aumento de temperatura (5 a 10 minutos) y
las proteinas que se incrementan en tiempos posteriores (a los 30 minutos). A
su vez, estos grupos responden a diferentes mecanismos de control, dado que el
grupo de las proteinas de induccion rapida es dependiente de la funciéon de
rpoH1, gen que codifica el factor alternativo 32, mientras que el resto de las
HSPs son independientes de la expresion de este gen.

Por otra parte, los ensayos de inmunoblot para las proteinas DnaK y GroEL
no indican diferencias en los perfiles de expresion de proteinas entre las cepas
salvaje y mutante guaB de R. tropici en las condiciones de estrés térmico
ensayadas, indicando que la mutacion en el gen guaB no afecta la expresion de
estas proteinas.

Considerando los resultados de los ensayos de inmunoblot y la sintesis de
novo de proteinas, en tiempos cortos de estrés no se encontraron diferencias en
los patrones de expresion de proteinas entre las cepas mutante guaB y salvaje
de R. tropici en respuesta al incremento de temperatura. Sin embargo, a
diferencia de la cepa salvaje, el mutante es incapaz de sostener la sintesis de

proteinas luego de 60 minutos a 45°C. En forma similar, Mitchiels et al., (1994)
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encontraron que en la cepa R. leguminosarum bv. phaseoli CNPAF512, sensible
al estrés térmico, la sintesis de proteinas cesa completamente luego de 60
minutos a 45°C, por el contrario la cepa R. tropici CIAT899 sostiene la sintesis
de proteinas luego de la incubacion por dos horas en las mismas condiciones de
estreés.

Se puede concluir que en R. tropici el efecto de la alta temperatura aparece
desde tiempos cortos de estrés. La sintesis sostenida de proteinas en tiempos
mayores depende de guanina, lo cual demuestra la importancia de la
disponibilidad de guanina celular o exogena para la fisiologia celular en tiempos
prolongados de shock térmico. Una pregunta que aparece es cual seria el rol de
la guanina en esta etapa o proceso de respuesta al estrés térmico.

Varias moléculas implicadas en la traduccién de senales en las bacterias son
compuestos guanilados. El nucleétido ppGpp esta relacionado con la respuesta
al estrés por limitacion de nutrientes y regula la entrada en fase estacionaria en
E. coli (Cashel et al., 1996; Hirsch y Elliott, 2002). Sin embargo, en R. tropici, no
se produce la acumulacion de ppGpp en condiciones de temperatura alta
(Riccillo et al., 2000). Asimismo, investigamos el comportamiento de las cepas
mutante y salvaje en la fase estacionaria mediante la determinacion del ntimero
de bacterias viables, encontrando que la mutaciéon en el gen guaB no afecta la
viabilidad en la fase estacionaria de crecimiento de R. tropici.

Se ha descubierto que otros guanilatos podrian funcionar como moléculas
sennal en las bacterias. El nucledtido ciclico di-GMP presente en numerosas
especies actila como un mensajero secundario y se encuentra implicado en la
comunicacion intercelular en condiciones de estrés (D’ Argenio y Miller, 2004).
Asimismo, las proteinas de union a GTP, las cuales actian sensando los niveles
intracelulares de este compuesto guanilado, se encuentran ampliamente
distribuidas en los organismos y son esenciales en varios procesos celulares
tales como el ciclo celular, la traduccion de senales, el transporte de proteinas y
el movimiento vesicular (Morimoto et al.,, 2002; Son et al.,, 2003). En E. coli la
proteina con actividad GTPasa, denominada BipA, esta implicada en la
respuesta de la bacteria a diversos estreses (Freestone et al.,, 1998; Pfenning y

Flower, 2001). Debido a la capacidad de esta proteina de unirse a los ribosomas
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in vitro, Grant et al (2003) postulan que se trata de un nuevo regulador que
actua a nivel de la sintesis de proteinas.

Considerando que en nuestros ensayos la adicion de guanina exégena
permitié recuperar la sintesis de proteinas en condiciones de estrés térmico en
la cepa mutante, podemos especular que en R. tropici la presencia de un
compuesto guanilado, ya sea en el rol de moléculas sefal, o indirectamente
(actuando a través de la union con proteinas), regula la respuesta al estrés
térmico mediante la estabilizacion de la sintesis de proteinas. En sintesis, los
resultados del analisis de la sintesis de proteinas en condiciones de estrés
térmico en R. tropici ratifica la importancia de la guanina en la tolerancia

térmica de esta especie.
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INTRODUCCION

El proceso de establecimiento de la simbiosis Rhizobium-leguminosa implica
el intercambio continuo y secuencial de senales mutuas el establecimiento del
nodulo implica el intercambio continuo de sefiales entre la planta y la bacteria a
lo largo del proceso (Geurts y Franssen, 1996). En ambos simbiontes la
interaccion determina numerosos cambios metabodlicos y estructurales que se
reflejan en alteraciones del patréon de expresion genético.

En los estadios iniciales de la simbiosis, los flavonoides presentes en el
exudado radicular son especificamente reconocidos por la proteina NodD de la
bacteria, la cual induce la transcripcion de los genes de nodulacion (nod)
(Spaink y Lugtenberg, 1994). La expresion de estos genes comienza en la
rizosfera, y se detiene antes de la liberacion de la bacteria desde el hilo de
infeccion al citoplasma de la célula vegetal (Sharma y Signer, 1990; Schlaman et
al., 1992). Si bien existe poca informacion acerca de los mecanismos que
regulan negativamente a los genes nod, se conoce que en los bacteroides
funcionan los mecanismos de autorregulacion negativa del gen nodD (Downie,
1998). Asimismo, en algunas especies del género Sinorhizobium y Rhizobium el
represor NolR se une a secuencias promotoras de estos genes (Kiss et al., 1998;
Spaink, 2000).

En el interior de las células del nédulo, la tensién baja de oxigeno induce la
expresion de los genes nif y fix requeridos para la fijacion de nitrogeno (Batut y
Boitard, 1994). En los nédulos indeterminados esta induccion se produce
cuando las células se encuentran totalmente invadidas por las bacterias (Vasse
et al., 1990) mientras que en los nodulos determinados la induccion es previa ya
que se observa durante el proceso de invasién, durante la liberacién de las
bacterias desde el hilo de infeccion al interior de las células del nodulo (Taté et
al., 1999¢; Cermola et al., 2000).

Si bien las etapas extremas del proceso, la iniciacion de la formacion del
nodulo y la fijacion de nitrégeno, se encuentran bien estudiadas a nivel
molecular (van Rhijn y Vanderleyden, 1995; Schlaman et al., 1998; Niner y
Hirsch, 1998), contrariamente el numero de determinantes genéticos
relacionados con los eventos intermedios que acompanan a la invasion de la

bacteria y al proceso de diferenciacion que han sido identificados son
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comparativamente pocos (Oke y Long, 1999%; 1999b). Se ha caracterizado el gen
bacA, el cual se expresa en la region del ndodulo en donde se da la diferenciacion
de los bacteroides en S. meliloti (Glazebrook et al., 1993; Oke y Long, 19992). Los
mutantes bacA invaden las células pero inmediatamente senescen en el
citoplasma (Glazebrook et al, 1993). La proteina BacA es funcionalmente
intercambiable con su homoéloga SbmA de E. coli (Ichige y Walker, 1997), una
proteina de membrana implicada en el transporte de antibi6ticos (Cain et al.,
1993; El Ghachi et al., 2004). Asimismo, los mutantes bacA presentan
modificaciones en los lipopolisacaridos de la pared celular, sugiriendo que el
fenotipo defectivo del mutante en la simbiosis podria deberse a una capacidad
de adaptaciéon disminuida de la bacteria a las diferencias ambientales entre el
hilo de infeccion y el simbiosoma (Ferguson et al., 2004; Mitra y Long, 2004).
Por otra parte, en la etapa de maduracion del bacteroide aparece el
requerimiento de otros genes relacionados con las necesidades nutricionales de
la bacteria, las mutaciones en los genes dctA, (codifica para la transportadora de
acidos Cs-dicarboxilicos), o glmS (glucosamina sintasa), conducen a la
degradacion del bacteroide antes de completar la maduracion (Engelke et al.,
1989; Marie et al., 1992).

El mutante guaB de R. tropici, que se agrupa en los defectivos en el desarrollo
del nodulo, induce nodulos con células vacias de bacteroides en poroto,
indicando que la mutacion afecta la capacidad de la bacteria de invadir las
células vegetales (Riccillo et al., 2000). Con el objeto de determinar en que etapa
de la nodulacion se requiere la expresion del gen guaB, en este capitulo
describimos la expresion del mismo bajo el control de promotores de genes
simbiédticos que se expresan en diferentes estadios de la interaccion y evaluamos

el fenotipo simbiotico en ensayos de inoculacién de poroto.
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RESULTADOS

Clonacion del gen guaB bajo la direccion de los promotores
simbiodticos

Con el objeto de expresar el gen guaB bajo el control de diversos promotores
simbioticos, se amplificaron las secuencias promotoras de los genes nodA, bacA
y nifH utilizando los cebadores que fueran deducidos a partir de la secuencias
nodA de R. tropici (X98514), bacA de S. meliloti (X73522), y nifH de
Bradyrhizobium sp. ANU289 (K00487). En la figura 1 se esquematiza la
estrategia desarrollada para la construccion de las fusiones entre los promotores
simbiéticos y guaB. Con el objeto de detectar la actividad transcripcional de los
promotores, se utilizo6 la secuencia del gen gusA presente en el plasmido
pCAM131, la misma fue subclonada en el vector replicativo pSUP104 lo que
resulta en el plasmido pMC39. Posteriormente las secuencias promotoras
amplificadas fueron clonadas rio arriba del gen gusA. La secuencia codificante
del gen guaB de R. tropici fue clonada entre la secuencia promotora (pr.) y el gen
reportero gusA, quedando de esta forma bajo la direccion de los promotores
simbioticos. Los plasmidos resultantes, pMC43 -pr.nodA-guaB, pMC45 -
pr.bacA-guaB y pMC47 —pr.nifH-guaB, fueron transferidos por conjugacion a las
cepas salvaje y mutante guaB de R. tropici.

A fin de determinar si las bacterias transconjugantes expresaban el gen
reportero gusA, las bacterias CmR fueron crecidas en medio rico TY agarizado e
incubadas con el sustrato X-GlucA. Como se observa en la figura 2.A, los
transconjugantes con los plasmidos pMC43 y pMC45 presentaron actividad
Gus, por el contrario las cepas con el plasmido pMC47 no expresaron el gen
reportero en estas condiciones, este resultado es coherente con los datos previos
de actividad del promotor nifH, ya que el mismo se induce solamente en bajas
concentraciones de oxigeno (Batut y Boitard, 1994). La presencia del plasmido
pMC47 en las cepas transconjugantes fue confirmada en geles tipo Eckardt
(Figura 2.B).

A partir de la confirmacion de las cepas transconjugantes, se analizo el
patron de expresion de los promotores simbioticos en condiciones de vida libre y

durante la interaccion con poroto.

117



Monica Collavino CAPITULO V

A

v = 3
- 8 s, E 61—__.-‘;’@5“@3 €4
L] h ) e 5 N - A .
% = el 4—‘} 4 -‘4'
pV0120 pMC37 - PMC39
> > }
® L .
5 - o
€4 4 4
N ™
pBS pSUP104 }

pMC42 i pMC43 i
T N e
PCR "
nod EEE] ot = - ——
bac EEE

Sal rBamr&
= pMC39

-

nif  PROER . \%

) Y
~

Figura 1: Construccion de los plasmidos con el gen guaB expresado bajo la
direccion de los promotores simbidticos. Panel A: La secuencia codificante del gen
gusA presente en el vector pVO120 fue insertada como fragmento BamHI/EcoRI en el
vector pBluescript a fin de crear el sitio Hindlll en el extremo 3" (pMC37). El fragmento
BamH]I/ HindIll del plasmido pMC37 fue ligado al vector pSUP104 digerido previamente
con las mismas enzimas resultando en el plasmido pMC39. Panel B: Las secuencias
promotoras amplificadas fueron insertadas como fragmentos Sall/ BamHI rio arriba del
gen gusA, originando los plasmidos pMC42 (pr.nodA-gusA), pMC44 (pr.bacA-gusA) y
pMC46 (pr.nifH-gusA). La secuencia codificante del gen guaB fue liberada como
fragmento EcoRI del plasmido pMC1 (descripto en el capitulo III) y clonada en el vector
PCR TOPO con el objeto crear los sitios BamHI y Xhol en los extremos 5 y 3°
respectivamente. La insercion del fragmento BamHI/ Xhol entre el promotor simbiotico y
el gen gusA resulta en los plasmidos pMC43 (pr.nodA-guaB-gusA), pMC45 (pr.bacA-
guaB-gusA) y pMC47 (pr.nifH-guaB-gusA).
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Figura 2: Actividad Gus de las cepas CIAT899 y CIAT899-10.T con los plasmidos
pMC43, pMC45 y pMC47. Las cepas transconjugantes fueron ensayadas en medio rico
TY a 28°C suplementado con el sustrato X-GlucA. Las cepas CIAT899 y CIAT899-10.T
con los plasmidos pMC43 y pMC45 presentan actividad Gus, por el contrario las cepas

con la fusion pr.nifH-guaB (pMC47) no expresan el gen reportero.

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 1213 14

] Megaplasmidos

<=DNA cromosomal roto
- pMC47

Figura 3: Perfil plasmidico de las cepas salvaje y mutante guaB que poseen el
plasmido pMC47. Linea 1 y 8, cepas salvaje y mutante respectivamente. En las lineas
restantes los probables transconjugantes derivados de las cepas salvaje (2 a 7) o

mutante (9 a 14). En las lineas 2, 3, 5 y 14 se observa la presencia del plasmido pMC47.
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Patron de expresion del gen guaB dirigido por los promotores
simbidticos en condiciones de vida libre

Previamente demostramos que la cepa mutante complementada con el gen
guaB salvaje es capaz de crecer en condiciones de estrés térmico (Riccillo et al.,
2000). A fin de determinar el patréon de expresion en vida libre de los plasmidos
simbioticos construidos, se ensayo la capacidad de los mismos de complementar
el fenotipo defectivo del mutante guaB de R. tropici en condiciones de
temperatura alta. Con este objetivo, los cultivos de las cepas mutantes que
portaban los tres plasmidos pMC43, pMC45 y pMC47 fueron incubados en
medio minimo (GTS) liquido a 38°C.

Como se observa en la tabla 1, ninguno de los plasmidos simbi6ticos
recupera la tolerancia térmica del mutante, indicando que la expresion del gen
guaB dirigida por los promotores simbioticos es baja o nula en condiciones de
vida libre. Sin embargo la cepa mutante con la fusion pr.nodA-guaB es capaz de
crecer en condiciones de alta temperatura con la adicion al medio del flavonoide

naringenina (0.5 pM), inductor de los genes nod.

Tabla 1: Crecimiento de la cepa mutante CIAT899-10.T complementada con el gen guaB
expresado bajo el control de los promotores simbi6ticos nodA (pMC43), bacA (pMC45) y

nifH (pMC47). El crecimiento de los cultivos fue determinado por variaciones en la DOeoo.

Crecimiento en medio
Plasmido

Cepa Suplementacion® minimo
introducido
28°C 38°C
CIATS899 ninguno ninguna + +
CIAT899-10T ninguno ninguna + -
pMC43 ninguna + -
guaB
Pr.nodh pMC43 naringenina + +
guaB i + -
. LU pMC45 ninguna
guaB i -
Pr.ifH . pMC47 ninguna +
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Estos resultados concuerdan con las caracteristicas de expresion conocidas
de los promotores ensayados. La expresion de los genes nod es inducida por el
activador transcripcional NodD en presencia de los flavonoides especificos
(Spaink et al, 1987). El promotor bacA presenta una actividad basal en las
células en vida libre y se induce en el nodulo en la zona de formacién de los
simbiosomas (Oke y Long, 19992, mientras que el promotor nifH es activo casi

exclusivamente en el nodulo maduro (Cabanes et al., 2000).

Actividad de los promotores simbiéticos en el nédulo

Con el objeto de determinar el patron de expresion de las fusiones génicas
construidas en las diferentes etapas de la simbiosis, se realizaron ensayos de
inoculacion en plantas de poroto con las cepas transconjugantes derivadas de la
cepa salvaje CIAT899 que portan los plasmidos pMC43, pMC45 y pMC47. La
actividad transcripcional de las construcciones fue detectada en noédulos en
diferentes estadios de desarrollo, mediante ensayos de tinciéon X-Gus. En la
figura 4 se presenta la actividad Gus en nodulos inducidos por la cepa CIAT899
(PMCA43, pr.nodA-guaB-gusA) en distintas etapas de la infeccion y formacion del
nodulo, mientras que en la figura 5 se presentan en forma comparativa la
actividad de los tres promotores en ndédulos inducidos por las cepas salvaje y
mutante. Las raices de plantas inoculadas con la cepa CIAT899 (pMCA43)
presentaron actividad Gus intensa desde el tercer dia posterior a la inoculacion,
durante el enrulado del pelo radicular, en el hilo de infeccion y en los primordios
nodulares observados a lo largo de la raiz (Figura 4.A, 4.By 5.A). En los nodulos
mas grandes (de S y 6 dias) la actividad Gus va decreciendo (Figura 4.C)
mientras que en noédulos maduros no se detecta actividad (4.D). En la figura 4.E
se puede observar como disminuye la actividad Gus de acuerdo con el grado de
desarrollo de los nodulos.

En los nédulos inducidos por la cepa CIAT899 (pMC45, pr.bacA-guaB), la
actividad Gus se detect6 entre los dias 6 y 8 posteriores a la inoculacion, dicha
actividad se observo incluso en noédulos completamente formados de 21 dias
(Figura 5.C). Finalmente la expresion de la fusion pr.nifH-guaB-gusA en raices
inoculadas con la cepa CIAT899 (pMC47) se detecté a partir del noveno dia
posterior a la inoculacion y se mantiene en noédulos maduros de 28 dias (Figura

5.E).
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Figura 4: Actividad del promotor nodA en nédulos inducidos por la cepa R. tropici
CIAT899 (pMC43, pr.nodA-guaB-gusA) en raices de poroto. Se determiné la actividad
Gus en raices (A) y nédulos (B, C, Dy E) alos 3 (A), 4 (B), 6 (C), 7 (E) y 10 (D) dias
posteriores a la inoculacion. Los tejidos fueron incubados a 37°C durante toda la noche
en buffer fosfato conteniendo 150 pg ml! X-GlcA y 1mM de KszFe(CN)s. Luego de la
tincién, las muestras fueron clarificadas en hipoclorito de sodio y observadas en
microscopio optico (A, B, C) y estereoscopico (D y E). La actividad Gus es intensa en
etapas tempranas de la infeccion, en el hilo de infeccion (A) y en los primordios
nodulares (B), mientras que en nodulos mas desarrollados es baja (C) y finalmente no se
detecta en nédulos maduros (D). En el panel E, una raiz con nédulos en distintos
estados de desarrollo, se observa como la actividad Gus disminuye en los nédulos

maduros. Barra, 1 mm.
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Figura 5: Actividad Gus en nédulos de poroto inducidos por las cepas R. tropici
salvaje (A, C y E) y mutante guaB (B, D y F) que portan los plasmidos pMC43,
pMC45 y pMC47, respectivamente. A y B. Actividad Gus intensa en primordios de
noédulos de 4 dias inducidos por las cepas con la fusién pr.nodA-guaB-gusA (pMC43). C
y D. Cortes de nédulos de 15 dias inducidos por las cepas que portan la fusion pr.bacA-
guaB-gusA (pMC45). El recuadro dibujado en el panel D corresponde a la region del
noédulo amplificada en G, el corte semifino del nédulo, realizado con micrétomo, fue
tefiido con azul de toluideno y observado en microscopio 6ptico, se observan las zonas
del nodulo que presentan células invadidas rodeadas por células no infectadas. E y F,
Cortes a mano de nédulos de 15 dias inducidos por las bacterias que portan la fusién
pr. nifH-guaB-gusA (pMC47), se observa que la actividad Gus es intensa en el nédulo
salvaje mientras que por el contrario en el nédulo inducido por la cepa mutante no se

detecta actividad. Barra, 1 mm.
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Asimismo, se determinaron los niveles de expresion de los promotores en los
nodulos mediante ensayos cuantitativos utilizando el sustrato p-nitrofenil-p-D-
glucurénico (p-NPG). En la cepa CIAT899 (pMC43) se cosecharon los primordios
de nodulos a los siete dias de la inoculacion, mientras que la actividad de la
cepa salvaje con los plasmidos pMC45 y pMC47 se analiz6 en nédulos de 15
dias. Como se presenta en la tabla 2, los niveles de actividad Gus fueron
significativos en las tres construcciones y comparables entre si.

En sintesis, observando las actividades de las fusiones génicas construidas
podemos concluir que el promotor nodA se activa en las etapas mas tempranas
de la interaccién simbiodtica entre R. tropici y poroto, en dias posteriores se
observa la induccion del promotor bacA y finalmente se activa el promotor nifH.
El patron de expresion temporal de estas fusiones concuerda con los datos
publicados acerca de la actividad de los promotores nodA (Schlaman et al.,
1992) y nifH (Taté et al., 1999¢; Cermola et al., 2000) en los sistemas de nodulos
determinados, como también para el promotor del gen bacA, el cual fue clonado
y caracterizado en S. meliloti (Glazebrook et al. 1993). Por ende, mediante la
utilizacion de estas fusiones podemos controlar el tiempo de expresion del gen

guaB durante el proceso de interaccion simbiética.

Tabla 2. Determinacion cuantitativa de la actividad GUS. Se determiné el nivel de
actividad B-glucuronidasa en las bacterias aisladas de nédulos de poroto formados por

las cepas CIAT899 (pMC43), CIAT899 (pMC45) y CIAT899 (pMC47), respectivamente.

L. Actividad pB-glucuronidasa (nmoles
Cepa Plasmido de p-nitrofenol por minuto por mg
de proteinas)

R. tropici pMCA43 (pr.nodA-guaB-gusA) 0.38
CIAT899
pMCA45 (pr.bacA-guaB-gusA) 0.18
pMC47 (pr.nifH-guaB-gusA) 0.31
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Propiedades simbioticas de 1la cepa mutante CIAT899-10.T

expresando el gen guaB en las distintas etapas de la simbiosis

Con el objeto de evaluar en que etapa del proceso simbidtico se requiere la
expresion del gen guaB para una nodulacion eficiente, investigamos el fenotipo
simbiético defectivo de la cepa mutante CIAT899-10.T expresando el gen guaB
bajo la direccion de los distintos promotores simbiéticos.

Con este fin, se realizaron ensayos de inoculacién en plantas de poroto con
las tres cepas derivadas de la cepa mutante, portando los plasmidos pMC43,
pMC45 y pMC47 respectivamente. Los nodulos inducidos por las cepas
presentaron diferencias entre si, en numero, color y tamano. En las plantas
inoculadas con la cepa CIAT899-10.T (pMC43) las raices presentan actividad
Gus desde etapas tempranas de la nodulacion (Figura 5.B) y los noédulos son
muy similares en nimero, tamano y color interno a los noédulos inducidos por la
cepa salvaje. Por el contrario, las plantas inoculadas con las cepas CIAT899-
10.T (pMC45) y CIAT899-10.T (pMC47) formaron nodulos pequenos y mas
numerosos que los nédulos salvajes. La coloracion interna de estos nédulos,
levemente rosada en los inducidos por la cepa CIAT899-10.T (pMC45) y blanca
en el caso de los nodulos formados por la cepa CIAT899-10T (pMC47), sugiere
que el contenido de leghemoglobina en los mismos es bajo y nulo
respectivamente.

A los 21 dias posteriores a la inoculacion, las plantas con la cepa CIAT 899-
10.T (pMC45) presentaron aspecto saludable, sin sintomas de deficiencia de
nitrogeno. Por el contrario, las plantas inoculadas con el mutante portando los
plasmidos pMC45 o alternativamente pMC47 se encontraron marcadamente
cloréticas. La actividad de la enzima nitrogenasa fue determinada mediante el
meétodo de reduccion de acetileno (ARA) en las raices de las plantas.

En las plantas inoculadas con las cepas CIAT899-10.T (pMC43) y CIAT899-
10.T (pMC45) la actividad nitrogenasa en las raices fue el 85% y 8%
respectivamente de la actividad encontrada en los nédulos inducidos por la cepa
salvaje, mientras que en los nodulos inducidos por la cepa CIAT899-10.T
(pPMC47) no se detectd actividad.

Asimismo, los nodulos de 21 dias fueron analizados por microscopia 6ptica y
electronica de transmision. Los resultados de estas observaciones son

presentados en la figura 6. Los nodulos inducidos por la cepa CIAT899-10.T
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(pPMC43, pr.nodA) fueron similares a los inducidos por la cepa salvaje, se
observaron células invadidas por bacteroides en todas las zonas del nodulo
(Figura 6.D, E y F) indicando que la expresion del gen guaB dirigida por el
promotor nod restaura el fenotipo simbidtico salvaje en la cepa mutante
CIAT899-10.T.

No se detectd actividad Gus en los nodulos inducidos por la cepa CIAT899-
10.T (pMCA47, pr.nifH-guaB) (Figura 5.F), a diferencia de lo que se observé con la
misma fusién expresada en los nédulos maduros formados por la cepa salvaje
(Figura 5. E). Asimismo, el examen histologico de estos nodulos mostré que los
mismos estan formados por células vacias carentes de bacterias, similar a lo
observado en los nédulos inducidos por la cepa mutante.

Por el contrario, los nédulos inducidos por la cepa CIAT899-10.T (pMC45,
pr.bacA-guaB) difieren tanto de los nodulos inducidos por la cepa mutante como
de los nédulos normales. En los nédulos inducidos por la cepa mutante con la
fusion pr.bacA-guaB se observaron unas pocas zonas con células invadidas por
bacteroides (5.G, 6.A y 6.C), distribuidas en forma dispersa y rodeadas por
numerosas células no infectadas que presentaron gran cantidad de granulos de
almidon, mientras que en las regiones restantes del nodulo las células se
encontraron vacias de bacteroides y sin la acumulacion de granulos de almidon
(6.B). Ademas, la tincion con XglucA reveld que la actividad Gus se encuentra
restringida a unas pocas zonas del nodulo (Figura 5.D).

Concluyendo, considerando en conjunto las observaciones histologicas de
estos nodulos asi como la baja actividad nitrogenasa que presentan los mismos
y la observacion de que la actividad Gus se limita a unas pocas zonas, indican
que la expresion del gen guaB dirigida por el promotor bacA le permitiria a la
cepa mutante invadir solo algunas zonas determinadas del nédulo. Asimismo,
dado que la expresion del gen guaB bajo el control del promotor nodA restaura
la capacidad de la cepa mutante de de invadir las células del nédulo en todas
las zonas del mismo, y que, por el contrario, su expresion dirigida por el
promotor tardio nifH no modifica el fenotipo defectivo de la cepa mutante,
podemos concluir que la expresion del gen guaB se requiere desde etapas
tempranas de la nodulacion, y que el tiempo de dicha expresion durante el

proceso infectivo es importante para la simbiosis efectiva de R. tropici en poroto.
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Figura 6: No6dulos de poroto inducidos por la cepa mutante R. tropici CIAT899.10.T
portando los plasmidos pMC45 (A, By C) y pMC43 (D, E y F). Luego de 21 dias, en los nédulos
inducidos por la cepa CIAT899.10.T (pMC45, pr.bacA-guaB) se observan unas pocas zonas que
presentan células invadidas (CI) por bacteroides, rodeadas por células no infectadas (NI) con
numerosos amiloplastos (AM), en las regiones restantes del nédulo las células se encontraron
vacias de bacteroides y sin la acumulacién de granulos de almidén (A, y B, barra de 50 y 10 ym
respectivamente). Por el contrario, la cepa mutante que porta la fusion pr.nodA-guaB induce la
formaciéon de noédulos tipo salvaje, presentando en todas las regiones del mismo células
infectadas, rodeadas por células con numerosos granulos de almidén (D, y E, barra de 50 y 10
pm respectivamente). C-F, Células infectadas en nédulos inducidos por la cepa mutante con los
plasmidos pMC45 (C) y pMC43 (F), se indican con flechas los simbiosomas (SB) el espacio
peribacteroidal (EPB), los bacteroides (BT) con reservas de polihidroxibutirato (PHB), y los
granulos de almidon (AM) en el citoplasma. En el panel F se observan numerosos simbiosomas

(SB) multibacteroidales similar a lo observado en nédulos salvajes. Barra, 1 pm.
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DISCUSION

Previamente demostramos la importancia de la expresion del gen guaB de R.
tropici para una simbiosis efectiva en poroto (Riccillo et al., 2000). En el presente
capitulo evaluamos el efecto de condicionar temporalmente la expresion de guaB
durante el proceso infectivo. Estos estudios fueron realizados mediante el uso de
fusiones génicas entre la secuencia codificante del gen guaB y las secuencias
promotores de los genes simbioticos nodA, bacA y nifH los cuales se expresan en
diferentes etapas de la nodulacion.

Encontramos que la actividad de estos promotoras en la asociacion R.
tropici/ poroto es acorde al patron de expresion observado en las especies de
rizobios en los cuales fueron estudiados dichos promotores (Schlaman et al.,
1992; Taté et al.,, 1999¢; Oke y Long, 19992). Es interesante notar que para el
caso del promotor del gen bacA de S. meliloti el mismo fue caracterizado y se
determino la importancia de su expresion en la simbiosis con plantas de alfalfa
(Oke y Long, 19992; Gage, 2004). Nuestros resultados demuestran que el patron
de expresion del promotor bacA de S. meliloti en los nodulos determinados de
poroto es similar a la actividad del mismo observada en los sistemas
indeterminados.

Previamente demostramos que la mutacion en el gen guaB afecta la liberacion
de las bacterias desde el hilo de infeccion hacia el interior de las células del
nodulo (Riccillo et al., 2000). Sin embargo, considerando que en las etapas
iniciales del proceso simbidtico se desencadenan una sucesion de cambios
fisiologicos en preparacion para la posterior infeccion bacteriana y la formacion
del noédulo (Limpens y Bisseling, 2003; Mitra et al., 2004) no podemos
determinar en que momento del proceso infectivo es requerida la expresion del
gen guaB en base al fenotipo simbidtico del mutante. En este sentido, las
fusiones génicas construidas nos permitieron ensayar el efecto de la expresion
del gen guaB en diferentes etapas de la nodulacion.

La presencia del factor Nod induce en la planta, una serie de respuestas,
algunos de los cambios mas tempranos se producen a nivel de la epidermis,
como la deformacion de los pelos radiculares y la formacion de estructuras
preinfectivas, mientras que otros cambios morfologicos son posteriores y se
producen a nivel de la corteza radicular, como la reactivacion de la division

celular y la formacion del primordio nodular (Geurts y Franssen, 1996; Limpens
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y Bisseling, 2003). Las respuestas de la planta en presencia del factor Nod
revelan que mientras la bacteria progresa a través del hilo de infeccion, en las
células corticales se inician los cambios necesarios para permitir la infeccion
bacteriana. En forma similar, nuestros resultados indican que la activaciéon del
gen guaB debe producirse en etapas tempranas de la nodulacion, dado que la
expresion del gen guaB dirigida por el promotor nodA recupera el fenotipo
simbiético salvaje en la cepa mutante CIAT899-10.T, mientras que la expresion
del gen bajo la direccion del promotor bacA, el cual se activa en dias
subsiguientes al promotor nod, determina la complementacion parcial del
mutante. Por ende, para una nodulacion efectiva de R. tropici en plantas de
poroto no solo es necesaria la presencia del gen guaB funcional, sino que
también es importante el tiempo de expresion del mismo.

En R. etli, el gen amtB, involucrado en el transporte de amonio, es inactivado
en las primeras etapas de la simbiosis. La expresion ectépica de este gen afecta
el desarrollo del noédulo alterando la habilidad de la bacteria de invadir las
células del nodulo (Taté et al., 1999¢). Recientemente Lodwig et al. (2003)
encontraron que los dobles mutantes de R. leguminosarum bv. viciae en los
genes aap y bra, los cuales codifican para transportadores de aminoacidos tipo
ABC, se encuentran afectados en la fijacion de nitrogeno. En forma similar, las
mutaciones en los genes teu de R. tropici afectan la competitividad de la bacteria
en la nodulacion de plantas de poroto. Estos genes codifican para
transportadores de ribosas y se inducen en etapas tempranas de la simbiosis,
en presencia de los exudados radiculares de P. vulgaris y M. atropurpureum
(Rosenblueth et al., 1998). Los ejemplos mencionados, en combinacion con
nuestros resultados, demuestran la importancia de la expresion de varios genes
bacterianos no especificos de la simbiosis para una interaccion simbidtica
efectiva. Nuestros datos indican ademas que el tiempo de expresion de estos
genes es relevante, lo que apoya el concepto del proceso simbiotico como una
serie de multiples etapas que se desarrollan en forma secuencial y ordenada, y
que se encuentran mediadas por el intercambio continuo de senales entre
ambos simbiontes.

En los nodulos determinados de poroto, se ha observado que algunos
marcadores moleculares de la planta, asi como genes de los rizobios, no se

expresan en forma simultanea en las células del nodulo (Taté et al., 1994;
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Kavroulakis et al., 2000). El promotor del operon nifR3-ntrBC de R. etli es activo
en las bacterias presentes en el hilo de infeccion, y en los simbiosomas jovenes
del primordio nodular, mientras que en los nédulos maduros la expresion del
operon esta limitada a las capas celulares mas periféricas (Patriarca et al.,
1996). Por otra parte, en nodulos inducidos por mutantes que presentan una
alteracion en la capacidad infectiva se observa que las células meristematicas no
son invadidas en forma simultanea, lo que podria indicar una susceptibilidad
diferente de las células del nodulo a la invasion bacteriana (Taté et al.1999%;
1999h). Estas evidencias, junto a las observaciones histologicas realizadas por
Cermola et al., (2000) indican que los nodulos determinados, al igual que los
indeterminados, presentan regiones con diferentes grados de desarrollo.
Nuestros resultados demuestran que la expresion del gen guaB de R. tropici
dirigida por el promotor bacA permite al mutante guaB infectar algunas regiones
del nédulo. Considerando que el nédulo de poroto presenta simultaneamente
estadios distintos de desarrollo, nuestros resultados podrian indicar que la cepa
CIAT899-10.T (pMC45) que expresa el gen guaB en forma tardia atin encuentra
regiones del nodulo con células susceptibles a la infeccion.

En S. meliloti, el analisis transcriptomico de las bacterias en vida libre y
durante la simbiosis, indica que los genes de sintesis de purinas -incluido
guaB- y numerosos genes bacterianos involucrados en el metabolismo de ADN
son reprimidos en los nédulos maduros de alfalfa (Becker et al., 2004). Nuestros
resultados parecen indicar que la expresion del gen guaB de R. tropici no es
indispensable en las etapas tardias del desarrollo del nodulo de poroto, dado
que la expresion de este gen bajo el control del promotor nodA recupera el
fenotipo simbiotico salvaje en el mutante guaB, y dicho promotor es inactivo en
los n6dulos maduros.

Finalmente, si bien la funcién del gen guaB de R. tropici en la simbiosis no se
encuentra completamente elucidada, en base a los resultados presentados en
este capitulo podemos especular en la existencia de una sefial dependiente de la
expresion del gen guaB en la interaccion simbiédtica con plantas que forman
nodulos determinados. Esta senal podria ser necesaria para el reconocimiento
de la bacteria por las células del primordio nodular e iniciar en las células
vegetales los cambios necesarios para permitir la liberacion de la bacteria desde

el hilo de infeccion al citoplasma vegetal.
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INTRODUCCION

R. tropici CIAT899 es una cepa de amplio rango de hospedante con capacidad
para nodular varios géneros de leguminosas, entre las cuales se incluyen
plantas de nodulos determinados (ej. poroto, caupi) e indeterminados (leucaena).
Previamente demostramos que la cepa CIAT899-10.T presenta un fenotipo
simbiético defectivo (Ndv-) en poroto y caupi. Contrariamente, induce nodulos
tipo salvaje en leucaena que posee la propiedad de formar noédulos
indeterminados (Riccillo et. al., 2000). A partir de estos resultados, nos
preguntamos si el requerimiento de la expresion del gen guaB para una
asociacion efectiva se encuentra ligado al tipo de nodulacién. En este contexto,
analizamos el fenotipo simbi6tico del mutante de R. tropici CIAT899-10.T en la
interaccion con otro de sus hospedantes naturales, siratro, en el cual induce la
formacion de noédulos determinados. Asimismo investigamos el efecto de la
mutacion en el gen guaB de una especie distinta a R. tropici sobre su asociacion
con su respectiva planta hospedadora, puntualmente en la interaccion entre S.
meliloti 1021 con alfalfa, leguminosa que origina forma nodulos indeterminados.

A fin de facilitar la comprensiéon del presente capitulo se hacen seguidamente
breves referencias a las caracteristicas de los mutantes pur de S. meliloti

descriptas por varios autores y al metabolismo de purinas en plantas.

Auxotrofos de purinas en S. meliloti 1021

Como fuera descripto en el Capitulo I, en general los auxétrofos de purinas
del género Rhizobium son también defectivos en el proceso de infeccion de la
raiz. Una posible excepcion es el caso de la interaccion Rhizobium meliloti-alfalfa,
en donde los mutantes pur inducen la formacion de hilos de infeccion e invaden
las células del nédulo en forma similar al tipo salvaje, pero resultan afectados
negativamente en sus capacidades de fijacion de nitrégeno (Swamynathan y
Singh, 1992; Dickstein et. al., 1991).

La bibliografia revela antecedentes que intentan establecer una relacion entre
la etapa de fijacion de nitrogeno y la via de sintesis de las purinas en los rizobios
(Soberon et al., 1997; 2001; Cosseau et al., 2002). La presencia de una cadena
respiratoria con alta afinidad por el oxigeno, como lo es la citocromo oxidasa

cbb3 codificada por el operon fixNOQP, capacita a los bacteroides para respirar
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eficientemente en el medio microaerobico presente en el interior de las células
del noédulo (Preisig et al., 1993). En la especie R. etli la expresion de cbb3 se
encuentra aumentada en los mutantes auxotrofos para purinas (Soberon et al.,
1997), los cuales también son defectivos en la simbiosis (Noel et al.,, 1988;
Newman et al., 1992; 1995). El analisis de la transcripcion del operéon fixNOQP
en diferentes mutantes de la via de novo de las purinas sugieren que el
nucleotido AIRCAR actuaria como un efector negativo de la expresion de estos
genes (Soberon et al., 1997).

Posteriormente, considerando que en S. meliloti se ha elucidado gran parte de
los mecanismos moleculares implicados en el control de la expresion del operén
JiXNOQP, Soberon et al. (2001) investigaron el efecto del AIRCAR en el sistema
cbb3 de esta especie. La regulacion de la expresion de estos genes responde a la
disponibilidad de oxigeno mediante la cascada regulatoria que involucra el
sistema de dos componentes FixL/FixJ y al activador transcripcional FixK
(Foussard et al., 1997). El analisis transcripcional de los genes nif/fix en
presencia de AIRCAR sugiere que este metabolito afecta la respiracion y la
fijacion de nitrégeno inhibiendo la expresion del activador transcripcional FixK
(Soberon et al., 2001).

Recientemente se ha postulado que la molécula efectora -relacionada con la
guanina- determinante de la represion de los genes nif/fix pueden ser
alternativamente AIRCAR, 5’AMP o algin otro precursor del nucleésido. La
accion de estos metabolitos parece estar modulada por proteinas tales como la
flavoproteina codificada por el gen fixM u otras proteinas que actuan
modificando estos nucleésidos a formas no inhibitorias para la expresion génica
(Cosseau et al., 2002).

El conjunto de resultados previos sugiere la participacion de metabolitos de
la via de sintesis de purinas en la regulacion de los genes de fijacion de
nitrogeno, postulando al AIRCAR, o algun otro metabolito precursor, como una
molécula senal que ante condiciones de estrés actuaria inhibiendo la

respiracion y la fijacién de nitréogeno en el bacteroide (Cosseau et al., 2002).
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Las purinas en las plantas

Las especies de las tribus Phaseoleae, Desmodieae e Indigofereae incluidas en
el grupo Phaseoloide (Doyle et al.,, 2000) se caracterizan por transportar el
nitrogeno fijado en forma de ureidos (Atkins, 1991). Con excepcion del género
Cyamopsis, la exportacion significativa del nitrogeno fijado como ureidos es una
propiedad de los nédulos determinados. La anatomia de estos organos,
caracterizada por una poblacion mixta de células infectadas rodeadas por otras
no invadidas, hace posible que se exprese la enzima uricasa cuya actividad
requiere de tensiones de oxigeno mayores a las que se encuentra en las células
infectadas. En los sistemas determinados, el nitrégeno fijado es incorporado a la
sintesis de purinas en las células infectadas, luego los nucle6tidos xantina e
hipoxantina son oxidados a ureato, el cual es transferido a las células vecinas
no infectadas para ser oxidado, por actividad de las uricasas, a alantoina y
acido alantoico (Smith y Atkins, 2002). En estas plantas, la via de sintesis de
purinas se encuentra inducida, en especial las enzimas IMPd, responsable de la
oxidacion de IMP a xantina) y la Xdh la cual cataliza la oxidacién de xantina en
acido urico (Atkins et al., 1985; Datta et al., 1991; Cao y Schubert, 2001). La
inhibicion de la enzima Xdh por el allopurinol en nédulos de soja y caupi
interrumpe la sintesis de ureidos y provoca la inhibicion de la actividad
nitrogenasa en las células infectadas, estos resultados han permitido proponer
un mecanismo que conecta las actividades de la nitrogenasa y de la oxidacion
de purinas (Atkins et. al., 1992). Asimismo, se encontr6 que el flujo de nitréogeno
fijado por los bacteroides en los nédulos de soja, se encuentra asociado con el
control transcripcional del gen pur5 de la planta (Smith et. al. 2002).

Estos antecedentes nos demuestran la interrelacion entre los procesos de
asimilacion de nitrégeno por la planta, a través de la sintesis y oxidacion de

purinas, y la fijacion de nitrégeno en los nédulos determinados.
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RESULTADOS

El rol del gen guaB en la interaccion simbiotica S. meliloti-alfalfa

A continuacion se detalla la estrategia utilizada para la obtencion de un
mutante guaB derivado de la cepa S. meliloti 1021. Asimismo, se describe la
caracterizacion del mutante en vida libre asi como su comportamiento

simbiodtico en la interaccién con alfalfa.

Obtencion de un mutante guaB derivado de la cepa S. meliloti 1021

Con el propésito de investigar el gen guaB en otras interacciones simbio6ticas,
encaramos el aislamiento de mutantes guaB de la cepa S. meliloti 1021
mediante el método de disrupcion fragmento especifico. En la figura 1 se
presenta un esquema de la estrategia utilizada. En una primera etapa se
amplifico y clon6é un fragmento interno del gen. A partir del dato de secuencia
nucleotidica del tnico gen guaB anotado en el genoma de S. meliloti, se
disenaron los oligonucleotidos ORFF (5-AGAGGAACTGGCCATGGCGC-3) y
GuabSMR (5-GTTGGAAAGCTTCTTCACGCG-3’) para amplificar a partir de DNA
total genémico un unico fragmento de aproximadamente 850pb. Este fragmento
fue clonado en el vector comercial pGEM-T easy (Promega), resultando el
plasmido pMC28. La identidad del producto amplificado y clonado se confirmo
demostrando la presencia esperable de secuencias de reconocimiento para
cortes con enzimas de restriccion y por su posterior secuenciacion. La secuencia
amplificada comprende desde 13 pb antes del codéon de iniciacion (indicado en
negrita en la secuencia del cebador) hasta 845 pb de la secuencia codificante del
gen.

El fragmento guaB amplificado fue interrumpido utilizando el gen APH de
resistencia a kanamicina presente en vector pUC-4K (Vieira et al, 1982). El
cassette, como fragmento BamHI, se insertdo en sentido contrario el Gnico sitio
BgllI del fragmento guaB. El plasmido resultante, pMC32, fue digerido con EcoRI
liberando el fragmento guaB::Kmr'; el cual se ligo al vector pK18mob,
previamente cortado con la misma enzima, en la orientacion opuesta a los
promotores presentes en el vector (pMC40). La integracion del plasmido pMC40
en el gen guaB cromosomal, por un Unico evento de recombinacién, interrumpe

la transcripcion del gen guaB salvaje. El plasmido pMC40 se transfirio a S.
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meliloti 1021 mediante conjugacion biparental. Los transconjugantes fueron
seleccionados por su resistencia al antibiotico neomicina y por su incapacidad
para crecer en medio minimo suplementado con allopurinol.

Debido al bajo ntmero de colonias transconjugantes NmR obtenidas y a la
ausencia de mutantes con el fenotipo buscado, se aplico el procedimiento de
enriquecimiento de mutantes auxotréficos en la poblacion de los
transconjugantes. Esto se llevo a cabo en medio minimo en presencia de
allopurinol (segun se describe en el Capitulo II) obteniéndose dos candidatos
auxotroficos a guanina. El reemplazo génico especifico en el genoma de los

transconjugantes fue confirmado por analisis de hibridacion (Figura 2).
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Figura 1. Estrategia utilizada para la obtencion del mutante guaB. Usando ADN
genomico de S. meliloti como molde y la reacciéon de PCR con cebadores especificos, se
amplificé un fragmento interno del gen guaB. El producto de la PCR fue analizado por
cortes con enzimas de restriccién y clonado en el vector pGEM-T easy. En una etapa
posterior se clonoé el cassette con el gen de resistencia a kanamicina, removido del vector
pUC-4K, en el Unico sitio Bgll del fragmento guaB de S. meliloti Esta construccién
guaB::Km se recloné en el vector pK18mob, el cual es suicida en rizobio. La orientaciéon
de clonado es tal que la direccién del gen guaB se encuentra en la orientaciéon opuesta a
los promotores presentes en el vector originando el plasmido pMC40.
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Figura 2. Mutagénesis fragmento especifica del gen guaB en S. meliloti. El plasmido
pPMC40 (guaB::Km) fue transferido por conjugacion a la cepa S. meliloti 1021 (A). En el
panel B se esquematiza el resultado de la insercién del plasmido pMC40 en el gen guaB
por un evento de recombinacién homéloga. Los transconjugantes Nmr fueron analizados
por hibridacién tipo Southern (panel C). El ADN de la cepa salvaje (linea 1) y de los
transconjugantes seleccionados (linea 2) fue digerido con la enzima EcoRI y se utilizé

como sonda el fragmento guaB amplificado.
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También se aplico un criterio bioquimico para confirmar la mutacion guaB
determinado la actividad IMPd en extractos celulares de las cepas mutante y
salvaje. Tal como se muestra en la Figura 3.A, por coloracion de actividad
enzimatica —ver Capituloll- se revelo la presencia de una banda en el extracto
crudo de la cepa salvaje (linea 2) mientras que no se detect6 actividad alguna en
el caso del extracto de la cepa mutante (linea 1). Este resultado nos confirma,
desde el punto de vista bioquimico, la identidad de la cepa seleccionada como
mutante GuaB- de S. meliloti, de ahora en adelante la identificamos como cepa

MC.1021.

| < -»‘ .I g‘

Figura 3. Actividad de las enzimas inosina monofosfato deshidrogenasa (A) y
xantina deshidrogenasa (B y C) en extracto crudo de S. meliloti. Los extractos de las
cepas mutante MC. 1021 (1) y salvaje 1021 (2), conteniendo 20pg de proteinas, fueron
sometidas a electroforesis en gel de nativo de poliacrilamida al 10.5%. La deteccion se
realiz6 utilizando los sustratos inosina monofosfato y xantina para la deteccion de las
enzimas IMPd y Xdh, respectivamente. Las flechas indican las bandas correspondientes
a la actividad enzimatica detectada. En el panel C la actividad xantina deshidrogenasa
en extracto crudo de la cepa mutante fue determinado en un gel nativo de poliacrilamida
al 5%, en estas condiciones se observaron las tres bandas correspondientes a las
distintas formas tetraméricas de la enzima. Se indica (con cabeza de flecha) la banda

con mayor actividad.
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El mutante guaB de S. meliloti 1021 es auxétrofo para guanina

Las cepas se cultivaron a 28°C en medio GTS liquido y sélido,
respectivamente. Como se muestra en la Figura 5.A el mutante guaB de S.
meliloti es auxotrofo en medio minimo liquido y en medio so6lido muestra un
crecimiento retardado, lento y con menor desarrollo de tamano. El crecimiento
normal se recupera con la adicion de guanina al medio (Figura 5.B y 6.B). Del
mismo modo, la suplementaciéon con xantina permite recuperar el crecimiento
salvaje lo que senala que la mutacion en el gen guaB no afecta la expresion del
gen guaA cuyo producto, la enzima guanina monofosfato sintetasa, cataliza la
conversion de los nucleétidos XMP a GMP (Figura 6.C). Por otra parte,
ensayamos la complementacion de la cepa MC.1021 con el gen guaB de R.
tropici, transfiriendo por conjugacion el plasmido replicativo multicopia pMC9 el
cual porta el fragmento EcoRI cromosomal que incluye dicho gen (descripto en
Capitulo III). El resultado fue que de manera similar a la complementacién con
guanina, el gen heterdlogo restauro la capacidad del mutante de crecer en medio

minimo (Figura 6.A)

S. meliloti utiliza la ruta alternativa de sintesis de guanina via la enzima
Xdh

La enzima xantina deshidrogenasa/oxidasa (Xdh) es un o2f2 heterotetramero
que cataliza las reacciones de oxidacion de hipoxantina a xantina y de xantina a
acido urico (Leimkuhler y Klipp, 1999). Las subunidades de la xantina
dehidrogenasa en S. meliloti se encuentran codificados por dos operones, el
operon xdhAl-xdhBl-xdhC que codifica para las dos subunidades XdhAl y
XdhB1 y el operon mixto, bdhA-xdhA2-xdhB2, el cual codifica para la enzima D-
3-hidroxibutirato deshidrogenasa y para las subunidades XdhA2 y XdhB2
(Aneja y Charles, 1999; Sukdeo y Charles, 2003).

Considerando que el mutante guaB de S. meliloti es auxétrofo para guanina,
investigamos si la via alternativa de sintesis de guanina mediada por la enzima
xantina deshidrogenasa es activa en esta cepa. Con este objetivo determinamos
en la cepa mutante la actividad Xdh en extractos celulares y examinamos el

efecto de suplementar al medio del cultivo con precursores de la enzima.
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Determinacion de la actividad xantina deshidrogenasa

Los ensayos de actividad Xdh se realizaron con extractos crudos obtenidos de
rizobios cosechados en la fase exponencial de crecimiento. Las bacterias fueron
incubadas en medio minimo suplementado con guanina para permitir el
crecimiento del mutante MC.1021. La deteccion de actividad se realizo en geles
nativos de poliacrilamida al 10.5% utilizando como sustrato xantina. Como se
muestra en la figura 3.B, tanto la cepa mutante como la salvaje tienen actividad
Xdh. La banda de actividad fue mas intensa en el mutante, lo que senalaria una
activacion de la enzima Xdh cuando la ruta salvaje (via IMPd) se encuentra
bloqueada.

Asimismo, el uso de geles con una concentracion menor de poliacrilamida (5
%) nos permitié observar tres bandas con actividad de Xdh, los cuales se
corresponderian a las combinaciones posibles de las subunidades codificadas
por los dos operones descritos mas arriba. (Figura 3.C). El analisis de la cepa
salvaje resulto en tres bandas de intensidades comparables entre ellas (dato no
mostrado) mientras que en la cepa mutante resulté claramente visible la
intensidad de una de ellas (la de menor migracién en la Figura 3.C), respecto a
las otras dos bandas. Charles et al. (2003) estudiaron mutantes en la regiéon
concluyendo que la banda superior corresponde al tetramero codificado por el
operon xdhAl-xdhBl-xdhC, mientras que las bandas inferiores son
combinaciones de subunidades que incluyen los productos de los genes del
operon bdhA-xdhA2-xdhB2. Este resultado nos permite concluir que sé6lo uno de
los dos operones codificantes de subunidades Xdh, se activaria en el mutante

defectivo guaB, el que comprende los genes xdhA 1-xdhB1-xdhC.

La suplementacion del medio con adenina e hipoxantina restauran el
crecimiento del mutante GuaB-

La demostracion de que la enzima Xdh es activa en S. meliloti, nos permite
suponer que el mutante es capaz de convertir hipoxantina a xantina (Figura 4).
Ensayamos el efecto de la suplementacion al medio con allopurinol, un analogo
estructural de la hipoxantina e inhibidor de la enzima xantina deshidrogenada.
La presencia del allopurinol no afecto el crecimiento de la cepa salvaje, dado que

la ruta de sintesis de guanina que involucra a la IMPd es funcional. Por el
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contrario en la cepa mutante el inhibidor inhibio el escaso crecimiento que se
observa en medio GTS/agar (Figura 6.D), demostrando que el pobre crecimiento
observado en medio s6lido resultaria de la actividad Xdh.

Estos resultados nos llevan a concluir que aunque la via de sintesis de
guanina mediada por la Xdh se encuentra activa en el mutante guaB de S.
meliloti, la ruta alternativa no alcanzaria para sostener el crecimiento del
mutante, a diferencia de lo observado en R. tropici. Para evaluar esta suposicion,
ensayamos al mutante en su capacidad de crecer en medio minimo
suplementado con los nucleétidos precursores de la via de salvataje, adenina e
hipoxantina. Los ensayos fueron realizados en medio GTS liquido y en medio
GTS/agar, en condiciones de temperatura normales. Los resultados de los
mismos se presentan en la tabla 1.

La suplementacion con adenina e hipoxantina le permiti6 al mutante
recuperar el crecimiento en medio minimo (Figura 5.C). Asimismo, ensayamos el
agregado de allopurinol en estos cultivos, encontrando el efecto inhibitorio del
crecimiento (Figura 5.D), lo cual senala la participacion de la Xdh. Por el
contrario, la presencia del inhibidor no afect6 el crecimiento de los cultivos
suplementados con los nucledtidos xantina o guanina, los cuales son
incorporados, independientemente de la participacion de la Xdh, directamente a
la ruta de sintesis de GMP mediante la accion de la fosforibosiltransferasas
especificas (Tabla 1).

Concluyendo, la ruta alternativa para la sintesis de guanina via la enzima
Xdh es funcional en S. meliloti. Sin embargo, la prototrofia del mutante guaB se
revierte con precursores exogenos sugiriendo que los niveles celulares de los
mismos no son suficientes para satisfacer el crecimiento en condiciones de

carencia de un gen guaB funcional.
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Figura 4: Via alternativa de sintesis de guanina mediada por la enzima Xdh. En
azul se muestran los nucleétidos precursores utilizados en los ensayos de crecimiento
del mutante GuaB- de S. meliloti. Se indica (X) la etapa bloqueada en el mutante
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Figura 5. Crecimiento de la cepa MC.1021 en medio minimo (MM) GTS
suplementado con guanina e hipoxantina. Los cultivos de las cepas 1021 salvaje y
mutante MC 1021 fueron diluidos a una densidad optica inicial de 0.08 unidades de
absorbancia. El crecimiento a 28°C en medio minimo GTS (A), suplementado con
guanina 0.14 mM (B), hipoxantina 0.14 mM (C) o hipoxantina mas allopurinol 100 mM
(D) fue evaluado midiendo la absorbancia a 600nm. Los datos presentados corresponden
al valor promedio de tres repeticiones con una desviacion estandar menor a 10%.
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Figura 6. Ensayo de complementacion y suplementacion del mutante MC.1021.
Las cepas de S. meliloti, salvaje 1021, MC.1021, MC1021 (pMC9), y de R. tropici,
CIAT899 y CIAT899-10.T, fueron incubadas en medio minimo GTS/agar (A), GTS con
guanina (0.14mM) (B), GTS con xantina (0.14mM) (C) o GTS con allopurinol (1mM) (D).
En el esquema de la derecha se sefala la disposicion de las cepas en las placas de

cultivo.

Tabla 1. Efecto de la suplementacion con purinas en el crecimiento de las cepas
mutante MC.1021 y salvaje 1021. Las cepas fueron incubadas en medio minimo (GTS)
a 28°C. Los nucleédtidos y el allopurinol fueron adicionados al medio en una

concentracion final 0.14mM y 0.1mM respectivamente.

S. meliloti 1021 S. meliloti GuaB-

Suplementacion
Crecimiento
ninguna + defectivo
allopurinol + -
guanina + +
xantina + +
hipoxantina + +
adenina + +
guanina mas allopurinol + +
xantina mas allopurinol + +
hipoxantina mas allopurinol + -
adenina mas allopurinol + -
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El mutante GuaB- de S. meliloti induce la formacion de noédulos
efectivos en alfalfa

En los experimentos descriptos en esta seccion examinamos el efecto de la
mutacion guaB en S. meliloti sobre las propiedades simbioticas con alfalfa. En
primer término, realizamos wun analisis de la cinética de mnodulacion,
encontrando que tanto el tiempo de aparicion como el ntimero de noédulos
formados por planta eran comparables a los formados por la cepa silvestre. Los
valores maximos de nédulos por planta se alcanzaron aproximadamente a los
treinta dias desde la inoculacion (Figura 7). Asimismo, la observacion de los
nodulos maduros inducidos por la cepa mutante no reveld diferencias obvias
comparandolos con los de la cepa salvaje, la cepa mutante induce nodulos de
color rojizo en su interior caracteristicos de los nédulos efectivos que poseen
leghemoglobina, de tamano y aspecto externo similar a los nédulos salvajes.

Realizamos un examen mas detallado de los nédulos empleando microscopia
optica y electronica de transmision, los resultados de estas observaciones son
presentados en las figuras 8 y 9. Los nodulos inducidos por la cepa guaB
presentaron hilos de infeccion y las distintas regiones en las cuales se
observaron bacterias en los diferentes estados de maduracién. Las células del
nodulo correspondientes a la zona meristematica joven presentan células
infectadas con bacteroides jovenes, de forma redondeada, y regiones ricas en
ribosomas, de espacios peribacteroidal fino, en general conformando
simbiosomas simples. Por otro lado, en las células totalmente infectadas se
encuentran bacteroides alargados, de mayor tamano, formando en algunos
casos simbiosomas multiples, con espacios peribacteroidales visibles (Figura 8.A
y B). Estos rasgos propios de nédulos normales se corresponden con la
observacion del noédulo completo. Asi, como se muestra en la Figura 9 en un
corte longitudinal del nodulo se observan las zonas caracteristicas del nodulo
indeterminado consistente en meristema, zona de invasion, zona de fijacion y
zona de senescencia. Similar a lo observado en los nodulos salvajes, la region de
infeccion del nodulo mutante presenta gran cantidad de células invadidas,
observandose ademas, la acumulacion de granulos de almidon en el citoplasma

celular.
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Los resultados mostrados en esta seccion indican que la mutacion en el gen
guaB de S. meliloti no afecta su capacidad de nodular alfalfa. Asimismo,
evaluamos la capacidad de fijacion de estos nodulos mediante medidas de
actividad de nitrogenasa en ensayos de reduccion de acetileno. Encontramos
que los valores promedio de actividad de nitrogenasa determinados en los
nodulos mutantes (650 nmol/planta por hora) son equivalentes a los valores de
los nédulos salvajes inducidos por las cepas mutante (679 nmol/planta por
hora), indicando que la cepa GuaB- de S. meliloti es efectiva en la simbiosis con
alfalfa. Estos datos concuerdan con el aspecto general de las plantas inoculadas
con la cepa mutante, las cuales no presentan sintomas de deficiencia de
nitrogeno a diferencia de las plantas testigos sin inocular. A partir de estos
resultados concluimos que la mutacion en el gen guaB de S. meliloti no afecta su

interaccion simbiodtica con alfalfa.
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Figura 7. Cinética de nodulacion de plantas de alfalfa inoculadas con las cepas
mutante guaB (_O_ ) y salvaje S. meliloti 1021 (_._). Las plantas fueron
mantenidas en bolsas plasticas transparentes y se regaron periédicamente con solucion
mineral de Fahraeus. Los datos graficados corresponden al valor promedio de tres

repeticiones (45 plantas totales).
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Figura 8. Micrografia electronica de nédulos de alfalfa. Nodulos inducidos por las
cepas mutante MC1021 (A, B y C) y salvaje S. meliloti 1021 (D). A. Se observa una célula
recientemente infectada, donde se indica un hilo de infeccién intracelular (flecha),
rodeado por bacteroide jovenes (BT). B. Célula con simbiosomas diferenciados; se
observan los bacteroides alargados con granulos de polihidroxibutiratos. C y D. Células
completamente invadidas por bacteroides de las cepas mutante 1021 guaB (C) o salvaje

(D). Barra 2 pm.
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Figura 9. Nodulacion de alfalfa por el mutante MC. 1021. Los nédulos inducidos por las cepas
mutante (A y B), y salvaje (C), fueron cortados en secciones semi-finas y tefiidos con azul de
toluidina 0.5%. A. Se observan las zonas caracteristicas del nédulo: (M) meristema, (II) zona de
invasion, (III) zona de fijacion, (IV) zona de senescencia. En la region de fijacion se observan las

células invadidas con bacteroides (BT) y los granulos de almidén (A).

Requerimiento del gen guaB de R. tropici en la interaccion con
siratro

Con el proposito de profundizar el estudio del fenotipo simbiético de la cepa
CIAT899-10.T, realizamos ensayos de nodulacién con otro de sus hospedantes,
siratro (Macroptilium atropurpureum) el cual forma nédulos determinados.

A los 40 dias post inoculacion, las plantas inoculadas con el mutante
CIAT899-10.T presentaron nodulos numerosos y pequenos, si bien fueron
similares en la coloracion interna y distribucion en la raiz a los nodulos salvajes
(Figura 10). Los nodulos fueron fijados y se realizaron cortes para la observacion
microscopica. Este analisis mostré que la cepa mutante fue capaz de invadir las
células del nodulo. En ambas cepas, los néodulos presentan la estructura
anatomica tipica de los nédulos determinados, con una region central
constituida por células conteniendo bacteroides rodeadas a su vez por células
no infectadas, las cuales contienen numerosos amiloplastos (Figura 11.A y B).
En la microscopia electréonica, se observan simbiosomas con bacteroides
multiples, la formacion de estructuras de conexién asi como eventos de fusion

entre simbiosomas cercanos (Figura 11.C y D).
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Figura 10. Nodulacion de plantas de
siratro por las cepas salvaje y mutante
guaB de R. tropici. Los mnoédulos
inducidos por la cepa mutante CIAT899
10.T (panel izquierdo) son numerosos y
pequenos en relaciéon con la cepa salvaje

(panel de la derecha).

Figura 11. Micrografias 6pticas y electronicas de nédulos de siratro inducidos por R. tropici.
En nédulos inducidos por las cepas salvaje (A) y mutante guaB (B) de R. tropici se observa la
presencia de numerosas células invadidas (CI) por bacteroides; alrededor de las mismas se
presentan células no infectadas (NI) con granulos de almidén en el citoplasma (AM). En las figuras
C y D se observan detalles de los simbiosomas (SB) en células del nédulo salvaje (C) y mutante
(D). El asterisco indica las reservas de polihidroxibutirato (PHB) en los bacteroides (BT); asimismo
se senala con flecha el espacio peribacteroidal (EPB), la membrana del simbiosoma (MS) y las

uniones estrechas entre bacteroides cercanos (UF). Barra, 1 pm.
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Determinamos la ocupancia del nodulo mediante el recuento de bacterias.
Los nodulos fueron cosechados, esterilizados superficialmente y plaqueados en
medio TY-agar suplementado con los antibioticos correspondientes. Las plantas
inoculadas con las bacterias salvajes presentaron 108 bacterias por noédulo,
mientras en los noédulos de la cepa mutante el niumero de bacterias fue de 106¢.
Asimismo, evaluamos la eficiencia de fijacion de nitrogeno del mutante
comparando los valores de peso seco de las plantas y mediante la determinacion
de la actividad nitrogenasa de los ndédulos. A los 50 dias de la inoculacion el
promedio de peso seco de la parte aérea de las plantas inoculadas con la cepa
mutante fue inferior (59 mg/planta) al valor observado en la cepa salvaje (104
mg/planta). Estas diferencias encontradas en los valores de peso seco de las
plantas se correlacionan con las determinaciones de actividad nitrogenasa en
los nodulos. En los ensayos de reduccion de acetileno, en porcentajes relativos
el mutante tiene entre el 30 y el 50% de la cepa salvaje.

Concluyendo, el mutante guaB de R. tropici es infectivo en la nodulacién con
Macroptilium atropurpureum, se observa la formacion de bacteroides y los
nodulos son fijadores. Sin embargo, la menor ocupancia en el nédulo (dos
ordenes menos de magnitud) indica que la mutacion en el gen guaB afecta la
capacidad invasiva de la bacteria. Esta caracteristica defectiva se refleja en la

disminucion de los valores de fijacion de nitrogeno en los nédulos mutantes.
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Discusion

En el presente capitulo investigamos la importancia de la expresion del gen
guaB bacteriano en las asociaciones S. meliloti-alfalfa y R. tropici-siratro. Para la
especie S. meliloti 1021 se encuentra disponible la secuencia gendmica
completa, lo que facilitdo la mutagénesis especifica del gen guaB. El mutante
guaB, denominado MC. 1021, es auxoétrofo para guanina, a diferencia de lo
observado con el mutante de R. tropici. Sin embargo, encontramos actividad Xdh
en los extractos de la cepa salvaje S. meliloti y del mutante MC.1021. Por otra
parte, la suplementaciéon al medio de cultivo de la cepa mutante con los
nucleotidos adenina e hipoxantina (el cual es uno de los substratos de la enzima
Xdh) le permiti6 al mutante recuperar el crecimiento salvaje. Asimismo, la
adicion de allopurinol, un inhibidor especifico de la Xdh, inhibe el crecimiento
de la cepa mutante guaB. Estos resultados demuestran que la via alternativa
mediada por la enzima Xdh es funcional en S. meliloti, sin embargo es probable
que el nivel de los precursores de la enzima sea bajo y que a diferencia de R.
tropici, en S. meliloti estos niveles no sean suficientes para sostener el
crecimiento prototrofico en la cepa mutante guaB. Claramente estos resultados
indican que la mutacion en un mismo gen puede producir modificaciones
fisiologicas diferentes en diferentes especies de rizobios.

Por otra parte, en nuestro ensayo de actividad de Xdh nos resulté llamativo
encontrar que los niveles detectados en el mutante derivado de S. meliloti
resultaron superiores a los de la cepa salvaje, mientras que en el caso de R.
tropici y su respectivo mutante guaB no se observaron diferencias obvias de
actividad Xdh entre los mismos. Asimismo, encontramos que solo una de las
formas de la enzima, la codificada por el operon xdhAl-xdhBl-xdhC, se
encuentra inducida. Estas observaciones indicarian que la expresion de la
actividad Xdh es inducida en S. meliloti cuando la via de sintesis de novo de
guanina se encuentra interrumpida. Asimismo, podemos especular que la
sintesis de GMP a partir de xantina via la enzima Xdh es mas eficiente en la
especie R. tropici comparada con S. meliloti. La funcién de la xdh ha sido
descripta en E. coli (Xi et al., 2000), estos autores proponen que la enzima es
importante en la sintesis de GMP a partir de adenina, lo cual seria similar a lo

observado en R. tropici.
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Ex planta, los mutantes auxotrofos de purinas de R. etli crecen en presencia
del exudado radicular de poroto, sin embargo en la simbiosis son incapaces de
invadir las células del nédulo (VandenBosch et al.,, 1985; Noel et al., 1988); se
especula que probablemente los intermediarios de purinas producidos por la
planta de poroto no son transportados a la bacteria dentro de la raiz y que el
fenotipo defectivo en la infeccion se deba a la auxotrofia del mutante (Noel et al.,
1988). Por el contrario, los mutantes pur de S. meliloti son capaces de invadir las
células del nodulo de alfalfa, si bien se encuentran afectados en su capacidad de
fijar nitrogeno (Dickstein et. al., 1991). Los resultados de nuestros ensayos de
inoculacion demostraron que la mutacion del gen guaB en S. meliloti no afecta la
nodulaciéon ni la eficiencia de fijacion en la simbiosis con alfalfa. Considerando
la condicion de auxotrofia de la cepa mutante, este resultado nos senala que, a
diferencia de lo propuesto en poroto, en alfalfa existiria un aporte de purinas por
parte de la planta que complementan al mutante en la etapa de infeccion y
durante la estadia en las células del nodulo.

El fenotipo defectivo del mutante CIAT899 10.T en Macroptilium (siratro) es
menos severo que en poroto. El mutante invade las células vegetales y los
nodulos resultantes son efectivos en la fijacion de nitrogeno. Sin embargo,
ciertos parametros tales como los ensayos de actividad nitrogenasa, la
determinacién de peso seco de las plantas y el recuento de bacterias totales por
nodulo mostraron valores significativamente menores en la cepa mutante,
demostrando un efecto negativo de la mutacion en el gen guaB sobre la
capacidad invasiva del mutante en los nodulos de siratro.

Nuestros resultados sefalan, en primer término que el requerimiento de la
expresion del gen guaB no es un fenomeno general, y segundo, que existe una
probable asociacion con la ontogenia del tipo de nédulo, determinado o
indeterminado. La expresion del gen guaB es dispensable en las asociaciones de
nodulos indeterminados como R. tropici-leucaena y S. meliloti-alfalfa. Por el
contrario, en la asociacion de R. tropici con leguminosas que forman noédulos
determinados, como lo son siratro, caupi, y poroto, la expresion del gen guaB es
necesaria para completar eficientemente el proceso simbiético.

Se ha descrito que el efecto de algunos genes bacterianos es variable segun

se trate del proceso simbidtico con una u otro leguminosa hospedante (Pooyan
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et al., 1994; Garcia et al., 1996; Finnie et al.,, 1997). Asi, el mutante exoB de B.
Jjaponicum, el cual presenta alterada la sintesis de los exopolisacaridos, es Fix*
en la simbiosis con Glicine max, mientras en plantas de Glicine soja induce
estructuras tipo-nédulos vacias de bacterias (Parniske et al., 1994). En forma
similar, en S. meliloti la expresion del gen typA, ortdlogo del gen bypA de E. coli,
presenta un rol variable en la simbiosis de M. truncatula, afectando la infecciéon
o la fijacion de nitréogeno de acuerdo a la variedad ensayada, contrariamente no
afecta significativamente la interaccion con otras variedades de la misma especie
(Kiss et al., 2004).

Se ha propuesto que el entorno que encuentra la bacteria durante la
infeccion y la etapa de diferenciacion del bacteroide dentro de las células del
nodulo difiere entre las especies leguminosas (pH, nutrientes, concentracion
osmotica, estrés oxidativo) (Schubert, 1986; Taté et al., 19992; Kiss et al., 2004).
En este contexto, se puede asumir que la mutacion en el gen guaB afecta la
capacidad adaptativa de las bacterias al medio interno de algunos noédulos.

Alternativamente, el gen guaB podria cumplir un rol especifico en la
simbiosis. En Shigella flexneri la mutacion en los genes guaAB afecta la
capacidad invasiva y la multiplicacion celular de la bacteria (Noriega et al.,
1996; Cersini et al., 1998). En forma similar, es posible especular que R. tropici,
durante la interaccién con sus hospedantes que forman nédulos determinados,
produce alguna senal dependiente de la expresion del gen guaB, necesaria para

invadir eficientemente las células del nodulo.
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Conclusiones generales

A partir del trabajo de esta tesis —centrado en el estudio de uno de los varios
genes de la via biosintética de purinas- concluimos que sus resultados
contribuyen al conocimiento de la biologia de los rizobios. La capacidad de los
rizobios de establecer una simbiosis fijadora de nitrogeno con leguminosas
hospedadoras, constituye una propiedad particular de los mismos, que los
distingue del resto de los organismos procarioticos. Los estudios sobre los
determinantes genéticos de esta capacidad han permitido la descripcién de un
conjunto de genes cuyas funciones son especificas para la simbiosis (genes
nod/ nif/ fix), y también demostrado que ciertos genes que forman parte del
metabolismo general son esenciales para una simbiosis exitosa. El hallazgo de
que el gen guaB de Rhizobium tropici es importante para la simbiosis ayudo a
darle una relevancia adicional mas alla de la conocida funcién en la formacion
de precursores de macromoléculas esenciales para la célula. La demostracion
que la alteracion negativa del gen guaB se manifiesta en una deficiencia en las
etapas tardias del proceso de infeccion de la raiz de poroto, agregdé otra
propiedad que refuerza el interés del caso. En los paragrafos siguientes se hara
una revision de los aspectos que en esta tesis se identifican como aportes
originales al conocimiento en un contexto generalizado y en particular dentro de
la rizobiologia.

El gen guaB de R. tropici mapea entre dos marcos de lectura activos cuyas
secuencias no se encuentran relacionadas con genes de la via de sintesis de
guanina. El gen (ORF1l) que precede a guaB codifica para una
metalobetalactamasa, la organizacion ORF1l-gen guaB se conserva en los
rizobios S. meliloti, y A. tumefaciens. Asimismo, a diferencia de lo observado en
E. coli, donde los genes gua se encuentran organizados en un operon guaBA, los
genes gua de R. tropici se encuentran localizados en regiones cromosomales
separadas. La expresion del gen guaB, en forma similar a otros genes que
participan en vias biosintéticas, experimenta una regulacion negativa por las
purinas que corresponden a productos finales de la via. Por otra parte, aunque
es claro que R. tropici requiere guanina para crecer en condiciones de alta
temperatura, el estrés térmico no actia como un factor activante de la expresion

del gen guaB, indicando que la expresion constitutiva de este gen es suficiente
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para mantener la sintesis de guanina requerida durante el crecimiento en
condiciones de estrés.

La respuesta celular al estrés térmico es un mecanismo generalizado en los
seres vivos, consiste en un aumento en la sintesis de un grupo de proteinas
(HSPs), la mayoria de las cuales se encuentran altamente conservada entre las
especies. En los rizobios, la actividad de varias de estas proteinas, incluyendo
DnaK y GroEL, son necesarias para expresar la capacidad de fijacion de
nitréogeno por parte de los bacteroides del nédulo. La ausencia de actividad IMPd
no afecta, en tiempos cortos de estrés, la sintesis de proteinas de estrés térmico
en R. tropici, incluyendo las proteinas DnaK y GroEL. Sin embargo, la sintesis de
proteinas en periodos prolongados de estrés depende de la disponibilidad de
guanina, lo que demuestra la importancia de la guanina en la fisiologia celular
durante las condiciones de shock térmico.

En la interaccion simbiotica, el requerimiento de la expresion del gen guaB,
demostrado para R. tropici, no es un fenémeno generalizado entre los rizobios y
probablemente se encuentra asociado con la ontogenia del nédulo, determinado
o indeterminado, dado que la expresion del gen guaB es dispensable en las
asociaciones de noédulos indeterminados como es el caso de los formados por
leucaena o alfalfa, mientras que en las asociaciones con leguminosas tropicales
que forman nodulos determinados, como lo son siratro, caupi, y poroto, el
defecto en el gen guaB aparece ligado al fenotipo simbiotico defectivo. Estos
resultados invitan a especular en la existencia de una senal generada por el
rizobio -dependiente de guaB- necesaria para su liberacion dentro de las células
del nodulo determinado.

Por otra parte, la ausencia de actividad IMPd pone de relieve potencialidades
metabolicas propias de cada especie de rizobio que en uno u otro caso, se
manifiestan alternativamente como fenotipos auxotroficos o prototroficos. El
analisis de S. meliloti permitio6 demostrar que, de manera diferente a lo
encontrado en R. tropici, la actividad Xdh no es suficiente para conferir un
fenotipo prototréfico. Se puede asumir que la Xdh como enzima de via
alternativa tiene alcances funcionales diferentes entre estas especies, y que en el

caso de R. tropici la eficiencia de esta via de salvataje es mayor que en S. meliloti.
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Evidentemente, el producto de algunos genes cumple funciones que cruzan
horizontalmente diversos compartimentos de la célula. Mas alla de los
resultados obtenidos en esta tesis, surgen preguntas y perspectivas de
investigaciones nuevas. Entendemos que es importante profundizar los estudios
dirigidos a revelar cual es el rol preciso del producto del gen guaB en la
tolerancia al estrés térmico a través de enfoques modernos tales como analisis
transcriptéomico y protedomico. Asimismo, investigar a través del uso de
mutantes guaB de diversas especies de rizobios, su respectiva asociacion con la
planta hospedadora en particular aquellos casos en que forman noédulos
determinados pero, exportan el nitrégeno fijado no como ureidos sino como
amidas. El estudio de la simbiosis Mesorhizobium loti-Lotus japonicum podria
representar una avenida de estudio dirigido a responder esta pregunta.

En su conjunto estos estudios permitirian abordar al conocimiento global e
integrado del funcionamiento celular microbiolégico en un contexto moderno
delineado conceptualmente por Systems Microbiology (Systems Microbiology, a

report from the American Academy of Microbiology, 2004).
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Actividad Gus en primordios de nédulos
de poroto inducidos por la cepa R. tropici
con la fusion pr.nodA-guaB-gusA.



