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.1 Simbiosis, ;Qué significa?

Ninguna especie vive en aislamiento total, sino en conjuncién con otros
organismos, siendo a menudo asociaciones muy cercanas, a tal punto que en
ocasiones un organismo es el habitat de una especie determinada. Entre alguno de los
muchos ejemplos que encontramos en la naturaleza podemos citar a los parasitos que
viven dentro de cavidades corporales o células hospedadoras y a las bacterias
fijadoras de N que viven en nddulos radicales de leguminosas. Simbiosis es el término
que engloba estas interacciones fisicas cercanas entre especies en la cual el
“simbionte” ocupa un habitat dado por el “hospedador”. Existe una discrepancia
generalizada en el mundo cientifico sobre lo que implica la palabra simbiosis, por lo
que vamos a dedicar algunas lineas introductorias sobre este concepto que resulta de
vital importancia en la Biologia. Simbiosis significa literalmente “vivir juntos”, es
decir, implica una interaccién entre dos o mas individuos de distintas especies
(interespecifica) por un periodo de tiempo prolongado o que puede durar toda la
vida. Los organismos son denominados entonces “simbiontes” y suelen estar
implicados seres tan diversos como virus, bacterias, hongos, plantas y animales. Estas
interacciones se habrian originado hace unos 3.200 millones de afios y tendrian tanta
relevancia que de hecho, no son pocos los investigadores que consideran que el

proceso simbiotico fue, es y sera la “llave evolutiva” implicada en los mayores
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procesos de especiacion a lo largo de la historia del planeta Tierra y que, lejos de
implicar relaciones de competencia, se basa en procesos tales como cooperacion,
interaccion y dependencia mutua de las especies. Asi, la bi6loga Lynn Margulis lleg6 a
la conclusion, aceptada mundialmente, que los organismos eucarioticos derivaron de
dos o mas organismos procariéticos (progenitores) que interactuaron mutuamente en
un largo proceso denominado simbiogénesis (Teoria Endosimbidtica Seriada,
Margulis 1975). Este es el caso para el origen de organelas tales como la mitocondria
(una a-proteobacteria con el genoma extremadamente reducido (Andersson et al,
1998; Martin y Miller, 1998) y los plastidos de los eucariotas fotosintéticos (una
cianobacteria englobada por un eucariota fagotréfico, Bhattacharya y Medlin, 1995).
La fuerza motora de esta coevolucién pareceria haber sido la necesidad metabdlica de
alguno de los participantes, como por ejemplo la sintesis de ATP y la de productos
fotosintéticos respectivamente.

La simbiosis puede relegarse a ser s6lo una parte del ciclo de vida de un
organismo o por el contrario, ser indispensable para la supervivencia. Dependiendo
de ello, suele clasificarsela segiin sea una interaccién externa (ectosimbiosis) o que
implique un reconocimiento pormenorizado entre los simbiontes para permitir la
entrada de uno de ellos en el otro, localizdndose asi en los tejidos internos
(endosimbiosis).

Si bien muchos investigadores consideran que la simbiosis es una interaccién
mutualistica en donde al menos uno de los simbiontes se beneficia, muchos otros
consideran que existen otras interacciones como el parasitismo que pueden también

englobarse dentro de este término porque comparten varios mecanismos moleculares
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en comun (Ewald, 1987; Hentschel et al., 2000; Goebel y Gross, 2001; Soto et al., 2006).
Asi, es comun encontrar en libros de texto que las simbiosis se diferencian segun el
grado de “ventajas” (+) o “desventajas” (-) de que dispone uno u otro simbionte. De
todas formas, el concepto sigue siendo una entidad abstracta que, como toda
clasificacion, deja algunos “baches” en el camino. Pero, utilicemos la clasificacion que
utilicemos, las interacciones interespecificas simbi6ticas juegan un papel vital sobre
los procesos evolutivos y ademas suelen conllevar un alto grado de especificidad en el
proceso. Sin ir mas lejos, existen ejemplos de simbiosis casi en cualquier organismo
que miremos: en nuestro propio cuerpo, tales como la microflora bacteriana-tubo
digestivo, en otros mamiferos como bacterias y protozoos dentro del estomago de los
rumiantes, y asi podriamos enumerar infinitos pares de simbiontes. Dentro de las
interacciones procariotas-eucariotas, encontramos ejemplos de gran relevancia
mundial que aportan en gran medida a la fijacion bioldgica de nitrégeno tales como las
simbiosis entre a- y B-proteobacterias y leguminosas, entre las cuales se encuentra la

pareja simbidtica motivo de esta Tesis: Bradyrhizobium japonicum-Glycine max.

1.2 Fijacién Biol6gica de Nitr6geno

1.2.1 Importancia en los ecosistemas naturales y antrépicos

La Fijacion de Nitrogeno representa una fase dentro del ciclo del N, el cual
implica la interconversién global entre diferentes estados de oxidacion. El reservorio
principal es la atmosfera, y alli se encuentra como dinitrégeno (N2) en cantidades

aproximadas de 4x102! g (Schlesinger, 1991). Una fraccién aproximada de 3x10% g es
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fjada anualmente a amonio (NHs*) por microorganismos (relativamente pequeias
cantidades provienen de actividades volcanicas y relampagos). Luego del ciclo
metabolico a través de la biosfera, el N fijado retorna al reservorio atmosférico a través
de procesos de desnitrificacion. Hasta antes del siglo XX, el N2 entraba al ciclo del N
gracias a la fijaciéon biol6gica, pero con el advenimiento del proceso de Haber-Bosch,
se estima que entran cantidades equiparables (1x10™ g), las cuales dieron gran impetu
a la agricultura dando sustento al incesante crecimiento de la poblacion mundial
(Smil, 2001).

El nitrégeno es uno de los componentes principales de muchas biomoléculas
tales como proteinas, acidos nucleicos y vitaminas siendo esencial para el crecimiento
y el desarrollo de todos los organismos. Paradéjicamente, resulta ser un elemento
inerte en la atmosfera, y la gran mayoria de los organismos multicelulares no pueden
acceder a él de manera directa con fines metabolicos. Asi, es necesario que el N se
convierta de alguna manera en una fuente asequible. A pesar de ello, la fijacion
biologica de nitrogeno (en adelante FBN) es un proceso enzimatico llevado a cabo por
pocos microorganismos procaridticos que lleva a la reduccién de nitrogeno
atmosférico (N2) bioldgicamente inerte en amonio (NH4*). Dichos microorganismos,
llamados diazétrofos, contribuyen a fijar aproximadamente 175 millones de toneladas
métricas de N por afio (Burns y Hardy, 1975) de las cuales aproximadamente el 35%
son fijadas por leguminosas tanto cultivables como en sistemas naturales. En relacion
a ello, debe ponerse de manifiesto la enorme eficiencia de esta actividad teniendo en
cuenta las mintsculas cantidades de la enzima nitrogenasa que se necesitan

(Delwiche, 1970). La capacidad de fijar N2> solo se encuentra dentro de organismos
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procarioticos y nunca dentro de eucariotas, y si bien existen varios linajes que pueden
hacerlo en vida libre o en simbiosis con animales, hongos y protistas, esta confinada
solo a siete taxones que lo hacen en simbiosis con representantes del Reino vegetal, a
saber: Rhizobiales, Actinomycetes del género Frankia, Azotobacteriaceae, Bacillaceae,
Enterobacteriaceae, Spirillaceae y Nostocaceae estas ultimas dentro de las
cianobacterias.

Todos estos organismos estan equipados con un sistema enzimatico, el de la
nitrogenasa, el cual provee la maquinaria bioquimica para poder llevar a cabo el
proceso de fijacion de nitrogeno. Dicha maquinaria supone una multiple cadena de
transferencia de electrones que resultan finalmente en la sintesis de amonio e

hidrégeno.

No+8 H*+8e +16 MgATP *—— 2 NHj + Hx + 16 MgADP + 16 Pi

Para que esta reaccion se lleve a cabo con éxito, es necesario un fuerte gasto de energia
y debe realizarse en un ambiente reductor ya que la presencia de O2 atin en pequefias
cantidades, inhibe selectivamente a la nitrogenasa. Esta barrera contra el O, pareciera
que ha evolucionado independientemente en varias oportunidades pudiendo ser
fisiolégica, temporal o estructural segun el caso; por ej. Azotobacter suele secretar
polisacaridos de superficie para no permitir el ingreso del O2 y muchas cianobacterias
filamentosas poseen un érgano con paredes engrosadas llamado heterocisto para el
mismo fin. En el caso de los rizobios, existe una molécula especializada llamada

leghemoglobina, que juega un rol crucial para el mantenimiento del ambiente
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reductor (Appleby 1984, Downie 2005) y las cianobacterias poseen otra hemoglobina
llamada cianohemoglobina.

La nitrogenasa esta formada por dos subunidades, la dinitrégeno reductasa
(azoferredoxina) y la dinitrogenasa (molibdeno-ferredoxina) (Hageman y Burris,
1978). Los componentes estructurales de estas dos subunidades son las proteinas Nif
(por sus siglas en inglés nitrogen fixation) NifH (y-azoferredoxina homodimérica y
NifD/K (azf2-molibdenoferredoxina heterotetramérica). Este complejo enzimatico,
para el caso de los rizobios, necesita Fe*** y Mo** como cationes.

La FBN es un proceso antiguo y que ha perdurado a lo largo de la historia de la
Tierra, estableciéndose en muchos microorganismos de vida libre y en asociaciones

simbidticas que contribuyen a completar el ciclo atmosférico del N.

1.2.2 Costos y Beneficios de la FBN

(Por qué la simbiosis rizobio-leguminosa perduré y perdura a lo largo del tiempo? ;Es
econémicamente viable la formacién y mantenimiento del nédulo? ;Evolutivamente,
es ventajoso vivir dentro de una estructura nodular? A continuacién, vamos a

desarrollar estas preguntas aproximandonos desde la planta y desde la bacteria.

-Desde la planta:
La gran mayoria de las leguminosas toman el N del suelo como amonio o nitrato,

siendo el metabolito méas econémico el amonio, si bien este catién es rapidamente
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convertido a nitratos por la actividad microbiana (bacterias nitrificadoras). El costo
energetico para hacerlo es de 8 moles de ATP por cada mol de amonio formado.

Cuando establecen relaciones simbidticas con los rizobios, las leguminosas
gastan alrededor de 13,5 moles de ATP/mol de amonio formado sin contar el gasto
energético que resulta de la formacién y mantenimiento del nodulo, el cual es mas del
20% del total de los productos fotosintéticos netos (Pate, 1986). Es por esto que la FBN
resulta energéticamente un proceso ineficiente.

La energia sin embargo, resulta mucho mas asequible que el nitrégeno, recurso
muchas veces escaso en los suelos, con lo cual justificaria este gasto extra que implica
el proceso simbittico, teniendo en cuenta ademas que si la planta es suplementada

con nitratos, la FBN declina rapidamente.

-Desde la bacteria:

Los beneficios de los rizobios son maés dificiles de explicar desde el punto de vista
evolutivo, porque aquellas bacterias que fijan nitrégeno (llamados bacteroides) son
incapaces de dividirse luego de su diferenciacion. Si bien los rizobios pueden
reproducirse en el hilo de infeccion, los bacteroides no pueden hacerlo, y teniendo en
cuenta que son clones, estos dos “estadios” son parte de un todo, con una integridad
genética tnica. Los bacteroides y su produccién entonces, pueden beneficiar a
aquellas bacterias inmersas todavia en el hilo de infeccién o dentro o en las cercanias
del nédulo que todavia no se diferenciaron y asi se beneficiaria la especie como un
todo. Pero teniendo en cuenta que en las asociaciones simbitticas existen mezcla de

clones (Dowling and Broughton, 1986), sigue siendo un enigma el porqué un clon no
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“estafa” al otro. Tal vez respuestas parciales a esta pregunta estén en las “sanciones”
que pueda aplicar la planta a los rizobios que no fijan suficiente N o son incapaces de
fijar, algunas interesantemente descriptas por Kiers et al.,, 2003. Estas sanciones
favorecerian a los rizobios mas benéficos y asi estabilizarian el proceso simbiético a lo
largo del tiempo, como lo demuestran la escasa cantidad de rizobios poco fijadores en

suelos naturales y de uso agricola (Denton et al., 2000; Thrall et al., 2000).

1.3 Leguminosas

Las plantas leguminosas son muy diversas en su morfologia, habitat y ecologia.
A su vez, muchas de ellas son capaces de establecer relaciones simbitticas con
rizobios que dependen de peculiaridades genéticas que sélo ellas poseen, siendo por

ello casi inicas en el reino vegetal (Van Rhijn y Vanderleyden, 1995).

[.3.1 Sistematica

Si bien en la actualidad Ia filogenia de las leguminosas esta siendo revisada en base a
datos moleculares, haremos una breve descripcion de los mayores grupos de estas
particulares angiospermas.

Las plantas leguminosas comprenden un amplio grupo de angiospermas cuyos
principales caracteres son una arquitectura floral inusual, fruto en forma de vaina o
legumbre y cerca de un 88% de sus especies hasta ahora descriptas con la

particularidad de formar nodulos con rizobios (de Faria et al, 1989). La familia
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Leguminoseae o Fabaceae comprende alrededor de 19.000 especies distribuidas en 750
generos (Polhill et al., 1981) e incluyen importantes especies agroforestales, forrajeras y
graniferas.

La gran mayoria de sus especies son terrestres, presentando pocas especies
acuaticas continentales y ninguna especie marina y habitan casi todos los biomas del
planeta, con la tinica excepcion de la Antartida.

Esta familia se divide a su vez en tres subfamilias, a saber, Caesalpinioideae,
Mimosoideae y Papilionoideae, en general facilmente distinguibles por la arquitectura
de sus flores.

De las tres, la subfamilia Caesalpinioideae es la menos especializada, estando
representada en su mayoria por arboles y arbustos distribuidos en ambientes
tropicales a subtropicales la mayoria de los cuales son incapaces de nodular. Sus flores
son zigomorficas y presentan cinco pétalos no diferenciados unos de otros y cuyos
estambres son visibles externamente. Se la divide actualmente en cuatro tribus,
Cercideae, Detarieae, Cassieae y Caesalpinieae de las cuales las ultimas dos son
capaces de nodular.

Dentro de la tribu Cassieae, el género Chamaecrista es el tinico que nodula y
presenta alrededor de 300 especies (Doyle et al., 1997) que en los ultimos tiempos
colonizaron héabitats templados, siendo la gran mayoria especies herbaceas. Esta
expansion se correlaciona con los tipos de células infectadas que presenta, ubicandose
los bacteroides dentro del hilo de infeccion (ahora hilos de fijacién) rodeados o no por

una membrana peribacteroidal (Naisbitt ef al., 1992).
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La tribu Caesalpinieae esta representada por géneros tales como Campsiandra,
Dimorphandra, Erythrophleum, Melanoxylon, Moldenhawera, Tachigali y Sclerolobium todos
capaces de nodular, si bien algunos de estos géneros no estan emparentados.

La subfamilia Mimosoideae presenta al igual que la anterior, arboles y arbustos
distribuidos principalmente por los trépicos y subtrépicos. Sus flores son pequeiias,
actinomorficas y usualmente se presentan formando ramilletes. Sus cinco pétalos son
inconspicuos y sus estambres son la parte més vistosa, siendo sus hojas usualmente
bipinnadas.

Sus especies se distribuyen actualmente en tres tribus, Mimoseae, Acacieae e
Ingeae y estan uniformemente distribuidas en cuanto a nodulacion se refiere.
Presentan nodulos indeterminados con o sin ramificaciones y la infeccién con raras
excepciones es a través de pelos radiculares. Especies de la tribu Mimoseae con
capaces de nodular con -proteobacterias (Barrett y Parker, 2005; Elliott ef al., 2007). Su
género mas extendido es Acacia.

La subfamilia Papilionoideae se encuentra ampliamente distribuida a lo largo del
planeta y usualmente son plantas herbaceas, si bien existen arboles y arbustos. Sus
flores son zigomorficas y sus cinco pétalos diferenciados constituyen uno grande a
modo de estandarte, dos con forma de ala y los dos restantes fusionados parcialmente
a manera de quilla, encerrando a los estambres de manera que dejan de ser visibles
externamente.

Esta subfamilia contiene a la gran mayoria de las especies de importancia agroforestal,
siendo la més vasta en cuanto al nimero de especies presentando 28 Tribus en la

actualidad, tales como Swartzieae, Milletticae, Sophoreae, Brongniartieae,

10
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Thermopsideae, Crotalarieae, Genisteae (Glycine spp. entre otros), Podalyrieae,

Bossiaeeae, Mirbelieae, Hypocalypteae entre otras.

1.3.2 Evolucion conjunta y nodulacion

El registro mas antiguo de Leguminosas data de unos 60 millones de afios en suelos
tropicales humedos del Terciario inferior, mientras que los primeros eventos de
nodulacion fueron casi en simultaneo alrededor de los 58 millones de afos (Lavin et
al., 2005). Esta aparicion fue inmediatamente después de la gran extincion
Cretacica/ Terciaria y se correspondi6 con una aparicién y expansién de otras familias
de angiospermas (Schrire et al., 2005a), particularmente al Norte del Mar de Thetys, es
decir, en Laurasia.

Con la sola excepcion de Gunnera, todas las angiospermas que forman simbiosis
en las que fijan N atmosférico pertenecen al clado Rosidae I (Soltis et al., 2000). Las
plantas que nodulan con bacterias filamentosas del género Frankia, llamadas plantas
actinorrizicas, estan dispersas alrededor del clado y se encuentran en diferentes
familias, encontrando especies que pueden nodular (Alnus) y otras que son incapaces
de hacerlo (Betula).

Las plantas que son noduladas por bacterias colectivamente llamadas rizobios, se
encuentran dentro de las Leguminosae con la tinica excepcion de Ulmus sp dentro de
las Ulmaceae.

En la actualidad, se cree que la mayoria de los genes implicados en el proceso de

nodulacion han sido adquiridos por duplicacién génica, pero no se sabe aun si todas
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las leguminosas tienen estos genes extra, y, si fuera asi, por qué no todas son capaces
de nodular (Sprent, 2007). En particular, probablemente la capacidad de formar
nodulos ha aparecido al menos en tres oportunidades independientes dentro de las

leguminosas, como lo muestra la figura I.1.
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Figura L1 Arbol filogenético de las leguminosas basado en el analisis de la
secuencia del gen cloroplastico rbcl. (Doyle et al., 1998) donde se muestran tres
eventos de nodulacion independientes (barras verticales 1, 2 y 3). Los taxones
dentro de los recuadros son incapaces de nodular. A la derecha se esquematizan los

diferentes tipos de nodulos desarrollados.
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1.3.3 Importancia Econémica

Luego de las Gramineas, las Leguminosas ocupan el segundo lugar en importancia
para el hombre, siendo domesticadas desde hace alrededor de 8.000-9.500 afios
(Roosevelt ef al. 1996). Tanto el poroto (Phaseolus vulgaris) en América como la soja
(Glycine max) en Asia, fueron domesticadas hace mas de 3.000 afios (Hymowitz and
Singh, 1987; Kaplan and Lynch, 1999) y forman hoy grandes extensiones de cultivos.

Las leguminosas forrajeras y graniferas representan entre el 12% y 15% de la
superficie arable de la Tierra, contribuyendo sé6lo al 33% del total de N incorporado a
la dieta por los humanos (Vance et al., 2000).

En orden jerarquico, Phaseolus, Pisum sativum, Cicer arietinum, Vicia faba, Cajanus
cajan, Vigna unguiculata y Lens esculenta constituyen la dieta primaria de legumbres
(National Academy of Science, 1994). Glycine max y Arachis hypogeae proveen mas del
35% del aceite vegetal producido en el mundo y también son una fuente de alimentos
para la produccion industrial avicola y porcina.

Esta importancia econémica podria ser aiin mayor debido a la gran cantidad de
habitats marginales ocupados ultimamente por el hombre teniendo en cuenta que
muchas especies de leguminosas son propicias para sembrar en ambientes abiertos
y/o disturbados y por sus propiedades de buen rendimiento en suelos pobres en

nutrientes.
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Tabla I.1 Cosecha y area sembrada mundiales de los vegetales mas producidos por
el hombre. Fuente: Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAO) database (http:/ /apps.fao.org/page/ collections)

Produccién Area cosechada
Cosecha (millones de (millones de hectareas
toneladas x 10°) x 10°)
Legumbres graniferas 275 160
Legumbres forrajeras 605 20
Trigo (Triticum aestivum) 583 214
Arroz (Oryza sativa) 590 152
Maiz (Zea mays) 609 138
Cebada (Hordeum vulgare) 141 54
Papa (Solanum tuberosum) 308 19
Mandioca (Manihot esculenta) 179 20
Total 3.320 777

1.3.4 La soja

1.3.4.1 Un poco de historia y actualidad

Esta importante leguminosa pertenece a la subfamilia Papilionoideae y comprende
alrededor de 10 especies en la actualidad. Las mas importantes son Glycine ussuriensis,
G. soja y G. max, siendo esta tltima la especie cultivada.

La evidencia lingiiistica, geografica e historica indica que la mitad oriental del
norte de la China es el drea de donde emergié la soja domesticada alrededor del siglo
XI AC, extendiéndose luego a otros paises del sudeste asiatico. Los productos de soja
eran conocidos por los viajeros europeos en los comienzos del siglo XV, pero el
conocimiento amplio del cultivo no llegé a Europa sino hasta 1712.

La soja se cultiva principalmente por su semilla, rica en proteinas, la cual es
usada comercialmente como alimento para el hombre y para el ganado, asi como

también para la produccién de aceite (Salunkhe, 1992)
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En la Argentina, la produccién ha crecido vertiginosamente en detrimento de
otros cultivos y gracias a la gran plasticidad fenotipica que presenta, las areas para su
cultivo se han expandido hacia el Norte con la seleccion de variedades mas resistentes
a la sequia. Las provincias mas importantes son Cérdoba (alrededor del 90% de los
sembradios son de soja), Santa Fe y Buenos Aires.

En nuestro pais el cultivo no tenia mayor importancia en cuanto a superficie
sembrada, pero a partir de la campana 1996/97, se liberaron al medio para su siembra
los primeros materiales de soja transgénica tolerantes a glifosato, situacion que facilito
junto con la practica de siembra directa, la notable expansion del area bajo cultivo
(Figura .2). Asi, la Argentina se posicion6 como el tercer productor mundial de grano
y el primer exportador mundial de aceites.

Desde el punto de vista econémico, el cultivo de soja se ha transformado en la
fuente mas importante de ingresos fiscales, posibilitando la financiacion de los
programas sociales implementados a fin de mitigar las consecuencias de la grave crisis
socio-econémica por la que atraviesa el pais. Sin embargo, los avances logrados con la
expansion del cultivo tienen su contracara, ya que la combinacién de la siembra
directa-monocultivo de soja tolerante a glifosato, atentan contra la sustentabilidad de
los agroecosistemas. Asi, en importantes areas de la region pampeana el monocultivo
de la soja, juntamente con la excesiva utilizacién de agroquimicos para el control de
plagas animales y vegetales gener6 y genera grandes riesgos de contaminacion al

medioambiente y a la salud humana.
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Figura 1.2 Esquema de la evolucién de superficies sembradas con soja en
Argentina desde 1997 hasta la cosecha 2006/2007.

Fuente: www.sagpya.mecon.gov.ar

La produccién de soja se podria tornar de esta manera altamente vulnerable ante la
aparicion de problemas climatologicos o de enfermedades teniendo en cuenta que la
estimacion para este afio es sembrar alrededor de 16.600.000 hectareas, un 2,8 % mas

que en el 2007 (www.sagpya.mecon.gov.ar).

1.4 Rizobios
I.4.1 Sistematica

1.4.1.1 Habitat y morfologia

Los rizobios son a- y p-proteobacterias aerébicas y/o microaerédbicas de forma bacilar,
gram negativas, no esporuladas, con un tamaro de aproximadamente... Son moéviles y
suelen presentar un flagelo polar o subpolar tipo peritrico y numerosos flagelos
distribuidos uniformemente a lo largo de su superficie, ademas de fimbrias. Su habitat
en vida libre es en el horizonte superficial de los suelos, pudiendo ser independientes

o planctonicas o mas cominmente formando agregados uni o multiespecificos
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denominados biopeliculas (biofilms), adsorbidos a sustancias inertes o en estrecha
vinculacién con restos organicos y/u otros organismos vivos que utiliza como
vehiculo. La inmensa mayoria de los suelos agricolas presentan deficiencias de
nutrientes, y en esas condiciones, especialmente en escasez de nitrégeno, los rizobios
suelen formar simbiosis ocupando diferentes lugares dentro de leguminosas (con una
sola excepcion) como endéfito, ya sea en tejidos del huésped no diferenciados o en
tejidos especiales como hilos de infeccion y estructuras radiculares o caulinares
llamadas nodulos. Alli, ciertas subpoblaciones se diferencian a estadios terminales
Hamados bacteroides, los cuales presentan importantes cambios estructurales y
fisiologicos relacionados con modificaciones en los patrones de expresion génica que
llevan, entre otros, a la pérdida del flagelo, la capacidad de fijar N.atmosférico y
utilizar como tnica fuente de C &cidos dicarboxilicos como malato y succinato que le
son proporcionados por la planta (Oke y Long, 1999; Natera et al., 2000).
Sin embargo, el establecimiento de una simbiosis efectiva supone una serie de eventos
concatenados que implican un reconocimiento mutuo y procesos de adhesion e
infeccion que, si no son llevados con éxito, desencadenan respuestas de defensa de la
planta como si se tratara de organismos fitopatégenos. En este sentido, los
polisacaridos de superficie bacterianos, aparecen como moléculas indispensables en
las primeras etapas de este “didlogo molecular” (Frayssé et al., 2003).

Muchas cepas de rizobios pertenecientes a una misma especie tienen al menos
tres estrategias genéticamente determinadas: formar relaciones de mutualismo, cuya
finalidad es fijar N», establecer relaciones de parasitismo con leguminosas en las

cuales se fijan escasas o nulas cantidades de N y por Gltimo, no establecer relaciones
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simbioticas, siendo este ultimo caso el que més abunda en la naturaleza edafica

(Denison y Kiers, 2004a y 2004b).

1.4.1.2 Concepto de especie en microbiologia y su problematica

La designacion de posiciones taxonémicas discretas dentro de los procariotas es
motivo de grandes y acaloradas discusiones, teniendo en cuenta que se reproducen
asexualmente, presentan traspaso de material genético horizontal y son altamente
polimoérficos y pleiotropicos. Dentro de este contexto, las bacterias habitantes del
suelo, entre ellas los rizobios, no son una excepcion y su status esta actualmente en
etapas de transiciéon. Hoy se adopta un criterio polifasico para llevar a cabo analisis
filogenéticos, en los cuales se evalian y contrastan gran variedad de caracteres
fenotipicos y genotipicos tales como morfologia de las colonias, utilizacién de
diferentes carbohidratos, presencia o ausencia de fosfogluconato-6-deshidrogenasa,
resistencia a antibi6ticos, respuesta a la presencia de metales pesados, pH o NaCl,
perfiles electroforéticos de proteinas y LPS, tipos de proteinas de secrecion,
composicién de acidos grasos, y entre los genotipicos podemos mencionar analisis de
hibridos ADN-ADN o ADN-ARN, secuencias del ARN ribosémico y perfiles
plasmidicos.

Vamos a introducir en esta Tesis sobre esta problemética haciendo especial

hincapié¢ en aquellas bacterias que son capaces de nodular soja.
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1.4.1.3. Resena histérica y actualidad

A finales del siglo XVI, Dalechamps represent6 graficamente abundantes nodulos en
raices de Ornithopodium tuberosum (Martinez-Viera, 1986) y en los siglos posteriores,
cientificos como Malphigi (siglo XVIII) y Ward (siglo XIX) llamaron la atencion sobre
estas formaciones radiculares pero sin poder dar una explicacion real a este fenémeno.
Schroeter en 1886 presentd su propuesta de denominar como Phytomyxa a los
organismos causantes de las formaciones nodulares pero sélo los estudios clasicos de
Hellriegel y Wilfarth (1888) por primera vez establecieron claramente que eran
microbios los que permitian la fijacién de nitrogeno atmosférico.

En 1890, Beijerinck aislé y cultivé la bacteria a partir de nédulos, denominandola
Bacillus radicicola, casi al mismo tiempo, Frank (1889) la habia denominado Rhizobium
leguminosarum, nombre que se mantiene actualmente (Young y Haukka, 1996; Sprent,
2001).

En 1932, Fred propuso una clasificaciéon basada en caracteres fisiologicos y
bioquimicos que se mantuvo inalterable hasta 1982. Alli, distingui6é 6 especies de
Rhizobium, basadas principalmente en su rango de huésped, a saber: R. leguminosarum,
capaz de nodular plantas de Lathyrus, Pisum, Vicia y Lens, R. trifolii en Trifolium, R.
phaseoli en Phaseolus, R. meliloti en Melilotus, Medicago, Trigonella, R. japonicum en
Glycine y R. lupin en Lupinus.

Después de pasados 50 afios, por primera vez se introdujeron cambios en la
nomenclatura de los rizobios con la creacion del nuevo género Bradyrhizobium (Jordan,

1984), el cual incluye todas las cepas que forman nodulos en Glycine max, pero que no
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contemplaba la definicion de otras especies, pues aunque el nuevo género estaba
basado en caracteres fisiologicos que lo distinguen de Rhizobium, aun no se habian
introducido completamente técnicas que pudieran establecer diferencias en el nivel
genético (Young, 1996).

Pero es a partir de los métodos moleculares, como la amplificacion y la
secuenciaciéon de genes del ARNr 165, hibridacion ADN-ADN o ARN-ADN, que se
revolucioné la clasificacién de los rizobios constituyendo opciones seguras para
analizar la filogenia de estas bacterias (Woese, 1987; Young, 1996), si bien existen
nuevas clasificaciones basadas en aspectos ecologicos aplicadas a las bacterias
habitantes del suelo (Fierer et al., 2006). Esto conllevo a un aumento en el nimero de
géneros y especies que actualmente estan en vigencia (Tabla 1.2).

Asi, la palabra “rizobio” implica en sentido estricto bacterias del género
Riiizobium, pero hoy este término se aplica a todos los representantes bacterianos que
pueden nodular y fijar en asociacion con plantas leguminosas, representando un

grupo polifilético (Turner y Young, 2000).

Tabla 1.2 Numero de especies dentro de los rizobios en funcién de los afios

nimero de especies por intervalo de tiempo

género hasta 1980 1981-1985 1986-1990 1991-1995 1996-2000 2001-2006
Agrobacterium 4 4 5 5 5 5
Rhizobium 4 5 5 10 10 16
Bradyrhizobium 1 1 3 3 7
Sinorhizobium 2 8 11
Azorhizobium 1 1 1 2
Mesorhizobium 7 11
Allorhizobium 1 1

Ttotal 8 10 14 24 35 53

20



Introduccion Tesis Doctoral Juan Ignacio Quelas

Andlisis de secuencias de ARN 16S ribosomal indican que las bacterias
simbiontes en leguminosas no forman un anico linaje sino que pertenecen a dos clases
bacterianas disimiles: a-proteobacteria y B-proteobacteria que a su vez se dividen en
por lo menos 9 subclases monofiléticas (grupo natural que incluye al antecesor comun
y a todos sus descendientes), dentro de los cuales se alternan formas simbi6ticas y no

simbiéticas (Figura 1.3).
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Figura 1.3 Cambios en la clasificacién de los simbiontes de leguminosas.

Diagrama esquemaético que muestra los cambios a nivel genérico desde la primera
edicién del Manual de Bergey de Sistematica en Bacteriologia (MB) hasta la segunda
edicién y hasta el presente. Los afios que figuran dentro del esquema indican cuando se
validé el género. Los numeros en paréntesis luego del género indican la cantidad de
especies simbiontes de leguminosas. Las lineas entrecortadas indican que no hubo
cambios dentro del género. (Modificado de Sawada et 4l., 2003)
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En particular, Bradyrhizobium se ubica dentro de la familia Bradyrhizobiaceae y
posee 7 especies, B. japonicum, B. elkanii, B. linoningense que pueden nodular Glycine, B.
yuanmingense que nodula Lespedeza, B. betae aislada de tumores de raices de Beta
vulgaris (Rivas et al.,, 2004) y B. canariense aislada de ciertas leguminosas genisteoides
(Vinuesa et al., 2005).

Adicionalmente a estas especies, se han descripto gran variedad de serogrupos
(Date y Decker, 1965) lo que hace atin mas complicada su descripcion, teniendo en
cuenta la escasa divergencia interespecifica que presentan en base a secuencias de
ARN ribosomales 16S.

Alternativamente, especies que presentan amplio rango de huésped como
Sinorhizobium fredii y Sinorhizobium xinjiangense son capaces de formar nodulos en
plantas de soja (Scholla y Elkan, 1984; Chen et al., 1988).

También se debe mencionar que diversos analisis filogenéticos realizados en los
ultimos afios ubican a géneros no simbi6ticos como Afipia, Rhodopseudomonas,
Blastobacter, Nitrobacter y Brucella mucho mas cercanos a B. japonicum que a B. elkanii, 1o
cual no justificaria esta distincion genérica (Willems et al., 2001). Inclusive se han
aislado de Parasponia spp. (Gnica planta que no pertenece a las Leguminosas que es
capaz de nodular) especies de Bradyrhizobium que, sobre la base de cladogramas 165,
se posicionan filogenéticamente entre B, japonicum y B. elkanii (Lafay et al., 2006).

En nuestro laboratorio ademas, se han observado diferencias morfo-funcionales y
genotipicas de aislamientos bacterianos tomados de nédulos provenientes de campos
sojeros. Todo ello sin contar los innumerables fenotipos pleiotrépicos que presentan

cuando se realizan pequefios cambios genéticos en condiciones de laboratorio
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(Martinez-Romero y Caballero-Mellado, 1996). Asi, podriamos decir que serian
necesarios estudios mas acabados sobre este particular género de rizobio para

dilucidar sus relaciones filogenéticas e historia biogeografica.

L.5 Simbiosis rizobio-leguminosa

Es notable que en suelos naturales ricos en nitrégeno o aquellos suelos agricolas
fertilizados con urea, las leguminosas sean incapaces de formar nédulos (Streeter et al.,
2002), por lo que la escasez de N, al menos en el ambiente rizosférico, es un
prerrequisito para establecer una simbiosis efectiva. En estas condiciones se inicia una
fuerte interaccién quimica que culminard en una intima asociacion en la cual las
bacterias habiten 6rganos nuevos (ndédulos) y fijen nitrégeno atmosférico. Esta fijacion
biologica de N2 beneficia a la planta, pero el costo energético para hacerlo no es
despreciable, sino por el contrario, alrededor del 20% de los fotosintatos totales se
utilizan para alimentar a los nodulos (Walker et al., 2003). Las etapas simbioticas
implicadas en este proceso estan muy bien caracterizadas, y clasicamente se dividen

en 5 pasos, a saber :

1-Reconocimiento mutuo a través de senalizaciones quimicas solubles
2-Adsorcion superficial a raices y posterior colonizacion

3-Invasion de la raiz

4-Organogénesis del nodulo e invasion

5-Diferenciacion de las bacterias en bacteroides y Fijacion Biologica de N2
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Vamos aqui a desglosar estos pasos para tratar de dar una idea mas acabada de cada
una de estas etapas simbioticas, haciendo especial énfasis en la interacciéon B.

Japonicumni-soja.

1-Reconocimiento mutuo a través de sefializaciones quimicas solubles

a- Estableciendo relaciones simbiodticas

El establecimiento de una simbiosis entre la planta hospedadora y su simbionte
bacteriano requiere un proceso con multiples pasos que consisten en la percepcion de
sefales, transduccion y respuestas a esas sefales (Broughton et al., 2000) y también
necesitan una precisa regulacion espacio-temporal de los genes implicados (Schlaman
et al., 1998). En un comienzo, moléculas fenodlicas producidas en el exudado radical
por las leguminosas (flavonoides) disparan cascadas de transduccion de senales en los
rizobios de manera especifica por activacién de factores transcripcionales de los genes
de nodulaciéon. Estas cascadas de transduccion de sefiales moduladas por los
flavonoides actaan sobre genes rizobianos encargados del desarrollo y organogénesis
del nodulo. La mayoria de estos genes de nodulacién (nod, noe, y nol) estan ubicados
en un operon e inician la sintesis por parte del microbio de lipo-quito-oligosacaridos
denominados factores Nod (por factores de nodulacion) los cuales son necesarios para
la infeccion de los pelos radiculares (Downie, 1998; Perret et al., 2000).

En este “dialogo molecular” no sélo influyen las moléculas arriba descriptas, sino

también otras menos estudiadas, entre ellas betainas, acidos aldonicos, xantonas y
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jasmonatos que son secretadas por la planta y que actdan como inductores de los
genes nod, y también polisacaridos de superficie, proteinas de secrecion tipo I, I y IV,
homoserinlactonas, bradyoxetinas, hopanoides, lumicromos, y &cido indol acético
secretadas por los rizobios (Cooper 2007).

Los factores Nod inician el enrulado de los pelos radiculares, la formacion del
primordio nodular a través de la expresion de nodulinas tempranas y permite la
entrada de las bacterias a través del pelo (Broughton et al., 2000; Geurts y Bisseling,
2002; Irving et al., 2000). Aquellos rizobios incapaces de formar factores Nod son
incapaces de penetrar el pelo radicular (Reli¢ et al., 1993a; 1994a). Asi, los flavonoides
y los factores Nod constituyen el primer conjunto de sefiales moleculares
intercambiadas por los participantes que fueron muy bien estudiadas.

En relaciéon a ello, se han descripto aproximadamente 30 tipos de flavonoides.
Son chalconas, flavonas, isoflavonas y coumestantes, los cuales producen respuestas
en cantidades nanomolares o micromolares. Mezclas de flavonoides pueden llegar a
ser mas efectivos que por separado (Bolafios-Vazquez y Werner, 1997; Begun et al.,
2001) y en ciertas ocasiones, pueden actuar como agonistas para ciertos rizobios y
antagonistas para otros, como es el caso de las isoflavonas daidzeina y genisteina que
son inductores para B. japonicum y Rhizobium sp. NGR234 y antiinductores para R.
leguminosarum bv. trifolii y bv. viciae.

Los Factores Nod son lipo-quito-oligosacéridos formados por un eje de acetil-D-
glucosaminas con cadenas de acidos grasos adheridas a su extremo no reductor. Estas
cadenas tienen diferente grado de saturacion entre los distintos Factores Nod. Sobre

esta estructura basica podemos encontrar variaciones en cuanto a sustituciones a lo
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largo de la cadena que difieren segtn la especie de rizobio. Estas modificaciones son
las que determinaréan la especificidad de sefial desde la bacteria a un determinado
hospedador. Asi, B. japonicum produce factores Nod que pueden ser tetrameros o
pentameros de N-acetilglucosamina con la modificacion de una 2-O-metilfucosa,
fucosa o glicerol en su extremo reductor. En su extremo no reductor esta sustituido

por acidos grasos 18:1, 16:0 o0 16:1 (San Juan et al., 1992) (Figura 1.4).

y-Me-Fucosa
%

A \ x’"*?%-f:w”‘ &Q,&
’(OH-‘:}‘%"&(G H
NH i
{ 2 éi}

CH,

S C:18:1

Figura 1.4 Estructura del Factor Nod sintetizado por Bradyrhizobium japonicum
USDA 110. En rojo se muestran las modificaciones tipicas en esta especie
bacteriana que son susceptibles de cambio en otras especies y/o géneros de
rizobios. Modificado de Cullimore ef al., 2001 y D"Haeze y Holsters, 2002.

Me: grupo metilo.

b- Factores Nod y especificidad del hospedador

Diferentes cepas de Bradyrhizobium son capaces de nodular plantas del género
Parasponia (tinica no leguminosa que es nodulada) no sélo en condiciones naturales
sino también en condiciones de laboratorio (Trinick y Hadobas, 1989). Esto significa
que posee genéticamente los determinantes de la nodulacién en dicho género y no se
debe simplemente a una condicion natural dada. Entonces, ;Cémo adquirié

Bradyrhizobium la capacidad de nodular raices de Parasponia?
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Estas cuestiones exceden al género Bradyrhizobium, encontrandose otros ejemplos
como Ensifer sp. NGR 234, aislados de nodulos de Lablab purpureus (Trinick, 1980), y
Ensifer fredii USDA 257, aislados de Glycine soja (Keyser et al., 1982). Estas bacterias se
caracterizan por poseer un amplio rango de huésped, un estado que parece ser una
condicion ancestral en la evolucién de los rizobios (Pueppke y Broughton, 1999). En
los rizobios, el rango de huésped es determinado por el “genotipo de nodulacién”, es
decir, la combinacion de genes nod presentes en el cromosoma y/o en plasmidos
(Ueda et al., 1995; Dénarié et al., 1996; Mergaert et al., 1997). Una vez activados por los
flavonoides, los productos de estos genes interactiian para sintetizar factores Nod los
cuales actian como senales en los tejidos de la planta que finalmente se diferencian e
inician la formacién de un érgano nuevo, el nédulo (Dénarié et al., 1996; Esseling y
Emons, 2004). Sin embargo, los genes de rango de huésped y de nodulaciéon no se
correlacionan con la filogenia (Young y Johnston, 1989; Dobert et al., 1994; Young y
Haukka, 1996), sugiriendo que tal vez la transferencia horizontal haya jugado un rol

importante en la evolucién de la simbiosis (Mergaert ef al., 1997; Suominen et al., 2001).

2-Adsorcion superficial a raices y posterior colonizacién

La adsorcion o adhesion a raices también es un proceso que involucra diferentes tipos

de moléculas secretadas por ambos simbiontes. Entre ellos, podemos citar compuestos

de origen vegetal, como las lectinas vegetales y compuestos de origen bacteriano,

como adhesinas, fimbrias, fibrillas de celulosa y polisacaridos de supetficie.
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Las raices de las plantas secretan alrededor del 20% de los productos de
fotosintesis en sus exudados (Walker ef al., 2003) y asi, el microhabitat inmediatamente
contiguo a las raices (rizosfera), supone un nicho ecolégico rico en nutrientes con
respecto al suelo circundante, siendo factible de ser colonizado por diversos
microorganismos que generalmente se encuentran formando biofilms (Morris y
Monier, 2003), haciendo de este nuevo nicho un ambiente complejo y dificil de
estudiar en el laboratorio.

En este sentido, muchas bacterias edaficas, ademas de los rizobios, han
desarrollado mecanismos de adhesion a raices, por lo que este paso de la simbiosis es
compartido por diversos linajes de procariotas, no asegurando por ello una libre
entrada a la leguminosa. Las bacterias que se unen a raices suelen permanecer
adheridas durante toda la vida promoviendo el crecimiento de las plantas y son
llamadas por ello bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas
en inglés plant growth promoting rhizobacteria) (Castro-Sowinski et al.,, 2007). En este
sentido, ciertas cepas, tales como Azospirillum brasilense, Pseudomonas spp., Bacillus
subtilis B2 y Enterobacter cloacae se comercializan para incrementar la produccién (Lucy
et al, 2004; Nelson, 2004), pudiéndose encontrar junto con cepas de rizobios en
formulaciones de inoculantes mixtos para leguminosas (www.nitragin.com.ar).

Los mecanismos de adhesion de los rizobios a raices de leguminosas suelen tener
cierto grado de especificidad, reconociéndose uniones especificas y no especificas
(Lodeiro et al,, 1995). A lo largo de tres décadas de estudio principalmente en los
rizobios R. leguminosarum bv. viciae y trifolii y B. japonicum, se han propuesto varios

tipos de unién a raices, entre los cuales podemos citar uniones mediadas por lectinas
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vegetales (Dazzo y Hubbell, 1975; Liang y Emerich, 1987, van Rhijn et al, 1998;
Lodeiro et al., 2000), mediadas por diferentes lectinas bacterianas (Kijne et al., 1988;
Smit et al., 1992; Ho et al., 1993; Mongiardini et al., 2007), mediada por fibrillas de
celulosa (Dazzo et al, 1984; Smit et al., 1986) y finalmente mecanismos menos
caracterizados que relacionan algtn tipo de funcién de las fimbrias, pili y
polisacaridos de superficie en la adhesion (Galibert et al., 2001). En este sentido,
existen diversos indicios que muestran que mutantes EPS- de B. japonicum sin
galactosa en su estructura (el hapteno de la lectina bacteriana, (Ho et al., 1990)) tienen
menor adhesividad a raices de soja que las cepas salvajes (Ausmees et al., 2003; Pérez
Giménez et al., enviado). Sin embargo, y a pesar de los grandes esfuerzos de estos
grupos de investigacion, nuestro conocimiento sobre la multiplicidad de factores que
afectan la adhesion bacteriana y los cambios fisiologicos que se inducen en los rizobios

a través del contacto directo con las raices de leguminosas todavia es escaso.

3-Invasion de los tejidos del hospedador

Existen tres zonas diferentes de pelos radiculares a lo largo de la raiz en cuanto a su
crecimiento y arquitectura celular (Miller et al., 1997; Gage, 2004), pero solo los pelos
radiculares de la zona III responden a los rizobios o a los Factores Nod por
deformacién o enrulado (Heidstra et al., 1997; Esseling ef al., 2004). En la Figura 1.5 se
muestra un detalle de estas zonas y las modificaciones que tienen lugar cuando se

inoculan rizobios sobre la raiz de alfalfa.
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La adhesion de los rizobios a la punta de los pelos radiculares provoca un
cambio en la direcciéon de su crecimiento, de manera que se forma una especie de
“bolsillo” donde una o muy pocas bacterias quedan atrapadas. Asi, a partir de este
“bolsillo” se originan los hilos de infeccién que creceran a lo largo del pelo radicular
en busca del nédulo en formacién (Figura 1.6). Estos hilos de infeccion se ramifican a
nivel de la base del pelo, pasando entre las células corticales. El pasaje del hilo de
infeccién de una célula a otra implica degradacion local de la pared celular, fusion de
ésta con el hilo e iniciacién de una nueva invaginacion que permite el crecimiento del

mismo (van Spronsen et al., 1994).

Figura 1.5 Morfologia de los pelos radiculares de raices de alfalfa inoculadas y no

inoculadas con S. meliloti. (A a C) Pelos radiculares tipicos de las zonas I, Il y III
respectivamente, de plantas de alfalfa no inoculadas. (D) Diagrama de una planta de
alfalfa joven, mostrando la localizacién de las zonas I, I, y IIl. (E a G) Fotografias que
muestran las respuestas de los pelos a S. meliloti a lo largo de la raiz. Fotos y dibujo

originales de Gage (2004).
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Figura L6 Hilo de infeccién completamente formado en
un pelo radical de alfalfa enrulado (flecha) inoculado
con S. meliloti. Fotografia de Gage (2004)

A lo largo de todo el crecimiento del hilo de infeccién, las respuestas de defensa
de la planta deben ser suprimidas de tal manera que permitan un “libre acceso” de las
bacterias en divisién y no sean reconocidas éstas como parasitos. En este sentido, los
polisacaridos superficiales parecen jugar un rol crucial en la inhibiciéon de estas
respuestas de defensa (Fraysse et al., 2003).

Ciertas interacciones, como por ejemplo las que se dan entre plantas no
leguminosas y rizobios y entre Arachis hypogaea y B. spp., no involucran el desarrollo
de un hilo de infeccién sino que los rizobios penetran por roturas que generalmente
ocurren en las axilas de raices secundarias emergentes y se dispersan luego por los
espacios intercelulares (Boogerd y van Rossum, 1997; Morgante et al., 2005). Este
modo de invasién es considerado evolutivamente mas primitivo que la invasion a

través del hilo de infeccién (Sprent y de Faria, 1988).
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4-Organogénesis del nodulo e invasion

Una vez alcanzado el nédulo en formacion, las bacterias se descargan dentro de las
células vegetales corticales en un proceso similar a la endocitosis, lo cual usualmente
genera una nueva membrana vegetal llamada membrana peribacteroidal, que rodea a
una o pocas bacterias formando el simbiosoma. Este mecanismo de entrada de los
rizobios a las células vegetales tiene ciertas similitudes con los mecanismos usados por
otras bacterias y hongos pardsitos como se muestra en la Figura 1.7. Asi, en todas estas
interacciones, sean parasiticas o mutualisticas, se forma un simbiosoma como

caracteristica distintiva (Parniske, 2000).

(©)

(a)

NS e (d)

Figura 1.7 Ejemplos de endosimbiosis en las que se desarrolla un simbiosoma. A y B:
simbiosis parasiticas, C y D: simbiosis mutualisticas (A) Complejo haustorial de
Peronospora (oomycete) dentro de una célula del mesofilo de hoja. (B) Complejo
haustorial de Erysyphe graminis dentro de una célula de epidérmica de hoja. (C)
Estructura arbuscular de Glomus sp. dentro de una célula cortical de raiz (micorriza).
(D) Hilo de infeccién y bacteroide dentro de una célula de nédulo radical.

En color azul, el microorganismo, en trazo gris grueso, la pared vegetal, en trazo gris
fino, la membrana plasmatica, en amarillo, el collar de calosa y en rojo, el simbiosoma.

Esquema tomado de Parniske (2000).
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Una caracteristica distintiva entre estas relaciones es que en las primeras, se
depositan P-glucanos por la actividad de una enzima tipica de la membrana
peribacteroidal llamada P-1,3-glucano (calosa) sintasa (figura I.XX A y B, en amarillo),
mientras que en las segundas, no existe deposicion. Esta ausencia de calosa seria un
efecto de la accion de los EPS en la inhibicion de las respuestas de defensa de la planta
(Ahlborn y Werner, 1991) a juzgar por estudios in vitro.

Dependiendo del genotipo de la leguminosa, el primordio del nédulo se forma
en alguna de las tres capas de células de la corteza radical: interna, media y externa.
Estas células, una vez invadidas, detienen su crecimiento pero comienzan a
diferenciarse en conjuncién con los bacteroides para la posterior fijacion de N>.

Clasicamente, los nédulos se dividen en dos tipos de acuerdo a su morfologia y
tipo de crecimiento, esto es: determinados (formados en la corteza media o externa) e
indeterminados (formados en la corteza interna). Entre los primeros podemos citar los
nodulos formados en plantas de soja y poroto mientras que son ejemplos tipicos de los
segundos los de alfalfa, trébol, arveja, entre otros. Aquellos rizobios con amplio rango
de huésped que tienen la habilidad de infectar leguminosas que desarrollan ambos
tipos de nédulos, han sido de interés para el estudio del porqué de esta diferencia
(Patriarca et al., 2004, Manoury et al.,, 2007), pero hasta hoy, poco se sabe en este
sentido.

En los nédulos indeterminados, las células del primordio nodular mantienen
distalmente su actividad meristematica, dando asi nédulos cilindricos en los que se
puede distinguir hasta 5 o inclusive 6 zonas de acuerdo al estadio de desarrollo celular

(Figura 1.8). Los nédulos determinados, por el contrario, son estructuras
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—— meristema

zona de infeccién/diferenciacion

zona de fijacion  ——____
zona de senescencia

tejidos periféricos
anillo vascular

raiz

NODULO NODULO
INDETERMINADO DETERMINADO

Figura I.8 Esquema de la arquitectura general de nédulos indeterminados

(izquierda) y determinados (derecha) vista en corte longitudinal.

cilindricas sin meristema persistente en los cuales aparentemente no existe distinciéon

zonal entre las células invadidas jévenes y maduras.

5-Diferenciacion de las bacterias en bacteroides y Fijacion Biologica de N»

Uno de lo pasos mas fascinantes de las etapas simbiodticas, es el que culmina en la
diferenciacién de la bacteria en un estadio terminal llamado bacteroide. Numerosos
genes son regulados de manera positiva y negativa una vez alcanzada la célula
huésped, tanto por el tejido radical de la planta (Gyorgyey et al., 2000) como por la
bacteria diferenciada (Sarma y Emerich, 2005; Brechenmacher et al., 2008). La sefial
més importante implicada en este proceso es, quiza, la baja presion parcial de O> dado

por el ambiente reductor reinante. Dentro de la bacteria, diversos reguladores
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transcripcionales, entre los cuales se encuentran NifA, FixL y FixJ, son imprescindibles
para originar una cascada de sefales que culminaran en el patréon de expresiéon y
metabolismo tipico de los bacteroides (Kouchi et al., 2004; Sarma y Emerich, 2005; Prell
y Poole, 2006; Brechenmacher ef al., 2008; Socorro-Mesa, 2008). Asi, en este estadio
terminal en que la bacteria es encerrada por una membrana de origen vegetal, la
bacteria pierde el/los flagelos, es incapaz de reproducirse, expresa la enzima
nitrogenasa y fija N2 atmosférico, el cual es cedido integramente a la planta. A cambio,
los bacteroides reciben fotosintatos en forma de acidos dicarboxilicos (Prell y Poole,
2006). Tipicamente, el C ingresa a través de la membrana bacteriana via la proteina
integral transportadora de acidos dicarboxilicos DctA (por sus siglas en inglés C4-
dicarboxylic acid transport protein). Este C se canaliza mayormente hacia el ciclo de
Krebs para la generacién de ATP que sera utilizado posteriormente por la enzima
nitrogenasa. En los bacteroides que forman nodulos determinados, parte de este C es
canalizado hacia PHB, mientras que en los nodulos indeterminados esto no ocurre

(Prell y Poole, 2006).
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L.6 Objetivos de este Trabajo de Tesis

L.6.1 Objetivo general

Tanto los EPS bacteriano como el PHB son polimeros que revisten especial
importancia dado sus caracteristicas como molécula sefial y/o supresora de las
respuestas de defensa vegetales (EPS) y su metabolismo en relacion con la
disponibilidad de Cy energia (PHB).

A pesar de los numerosos estudios desarrollados en estos polimeros tanto en vida
libre como en simbiosis con leguminosas, todavia no es bien comprendido el rol que
juegan, especialmente en simbiosis (Frayssé et al., 2003, Trainer y Charles, 2006).
Particularmente ademas, los rizobios de crecimiento lento como B. japonicum, resultan
ser menos estudiados que los rizobios de crecimiento rapido como R. etli, S. meliloti y
R. leguminosarun.

En este sentido, nuestro trabajo esta enfocado a profundizar los conocimientos de las
caracteristicas fisiologicas que permiten la acumulacion del EPS y el PHB en B.

japonicum y como tienen influencia en la simbiosis con plantas de soja.

1.6.2 Objetivos particulares

1- Profundizar el estudio de la desviacién del C en cultivos limitados en la fuente de
N. Trabajos previos en nuestro laboratorio indicaron que los cultivos de B. japonicum
crecidos en manitol como tnica fuente de C y en escasez de la fuente de N llevan a
una regulacion fina que desvia el flujo de C hacia EPS en detrimento de PHB, entre

otros cambios (Lopez Garcia, 2004). Nuestro trabajo se centré en extender el
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conocimiento de los flujos hacia EPS o PHB en malato como tnica fuente de C y en
suficiencia o escasez de la fuente de N y analizar el EPS formado para determinar su
composicion en B. japonicum USDA 110 y mutantes sitio-especificos generados por

otros nosotros y por otros laboratorios defectivas en la sintesis del mismo.

2-Estudiar el rol que tanto EPS y PHB poseen en simbiosis con plantas de soja
analizando diferentes parametros simbi6ticos como infectividad (Bhuvaneswari et al.,
1980), la capacidad de formar nédulos, la fijacién biolégica de N2 y en algunos casos la
competiciéon para la formacién de nédulos. Para ello se conté con los mutantes del
punto anterior y se generaron otros mutantes en un regulador del fujo de C

intracelular (Povolo y Casella, 2000).

1.7.1 Hipotesis basicas

1- La sintesis de exopolisacéridos (EPS) y poli-B-hidroxibutirato (PHB) se encuentran
ligadas directa o indirectamente con la disponibilidad de la fuente de N en que se

cultivan los rizobios.

2- Alteraciones en la composicion y en las cantidades de exopolisacaridos bacterianos
afectan los procesos de infecciéon y nodulacién en la pareja simbiodtica Bradyrhizobium

japonicum-soja.

1.7.2 Hipétesis de Trabajo

1- Las bacterias crecidas en medios liquidos definidos en batch en escasez de la fuente

de N son mas infectivas que aquellas cultivadas en exceso de la fuente de N.
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2- Los EPS bacterianos son moléculas plasticas sujetas a regulacion en relacion con
factores ambientales y su composicion varia segtn la fuente de C y la disponibilidad

de N en que se cultiva Bradyrhizobium japonicum.

3- El gen blr0227 es un regulador global del flujo de carbono intracelular en
Bradyrhizobium japonicurmn USDA 110 y su inactivacién genética causa un aumento
significativo de los niveles de EPS en detrimento de la sintesis de PHB al igual que en
R. etli (Encarnacién et al., 2002).

4- La delecién en Bradyrhizobium japonicum USDA 110 del gen blr7578 (exoB) se ve
reflejada en la ausencia de galactosa en su EPS y en consecuencia, altera los perfiles

normales de nodulacion.

5- La delecion de los genes bl¥2382 y blr2383 de Bradyrhizobium japonicum USDA 110
resultan en un fenotipo donde se altera la composicion de EPS pero no del
lipopolisacarido. Dicha alteracion produce polisacaridos extracelulares sin acido

galacturénico y en consecuencia la molécula se torna menos hidrofébica.

6- Los mutantes en los genes blr2382 y blr2383 de Bradyrhizobium japonicum USDA 110

producen menor cantidad de EPS que la cepa parental.
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I1.1 Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas bacterianas y plasmidos utilizados durante esta Tesis se detallan en la tabla
IL.1 junto con sus principales caracteristicas

Tabla I1.1 Cepas Bacterianas y plasmidos utilizados

Cepas Caracteristicas relevantes Referencia

Escherichia coli
DH5a recA, AlacU169, P80d/acZAM15 Bethesda Res. Lab.

S17-1 E. coli 294 RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7 Simon et al., 1983
integrado en el cromosoma

Bradyrhizobium japonicum

USDA 110 Cepa salvaje Nod" Fix" Cm’ Departamento de Agricultura de
’ Estados Unidos (USDA)
LP 3004 Mutante espontaneo derivado de USDA Lépez Garcia ez al., 2002
110, Str’, Nod" Fix" Cm"
AP22 Mutante delecional blr 7576, blr7577 y  Becker et al., 1998
blr7578, Spc” Km'
LP 3010 Mutante delecional blr2382 y bIr2383,  asta Tesis

derivado de USDA 110, Km" Spc', Str'

LP 3011 Mutante delecional blr2382 y blr2383,  cgia Tesis
derivado de USDA 110, Km" Spc', Str'

LP 3012 Mutante delecional bir2382 y blr2383,  egta Tesis
derivado de USDA 110, Km' Spc', Str’

LP 3020 Mutante insercional 5/r0227 esta Tesis
derivado de LP 3004, Str" Gm"

LP 3021 Mutante insercional b/r0227 esta Tesis
derivado de AP22, Spc" Km"Gm'

LP 3013 Mutante delecional b/r7578 esta Tesis
derivado de USDA 110, Km'

LP 3014 Mutante delecional b/r7578 esta Tesis
derivado de USDA 110, Km"

LP 3015 Mutante delecional blr7578 esta Tesis
derivado de USDA 110, Km"

LP 3016 Mutante delecional blr7578 esta Tesis
derivado de USDA 110, Km'

Mutante delecional b/r7578 esta Tesis

LP 3017 . .
derivado de LP 3010, Spc” Str' Km
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Referencia

pRK2013
pGemT-easy”
pK18mob

pG18mob2

pG18mob LK

pBBRIMCS2

pBBRIMCSS
pHP45Q
pCB303
pUC4-K
plQO1
plQO2
plQO3
plQ0O4
plQOS
plQO6
pIQ07

plQO8

plQO9%

plQ10

plQ11

plQ12

replicon ColE 1 tra’ de RK2,Km"
Vector multicopia, Ap'

Mob' Km', suicida en rizobios
Mob" Gm', suicida en rizobios

derivado de pGl8mob2 Mob™ Gm',
suicida en rizobios, sitio de clonado

multiple modificado
Km', amplio rango de hospedante
Gm', amplio rango de hospedante

Ap', Sm', Sp', donador del interposon 2
Sm/Sp

T¢, lacZ, phoA, oriT

Ap', Km', gen de Km delimitado por
sitios de clonado multiple

derivado de pGemT-easy llevando un
fragmento interno del gen b/r0227

derivado de pG18mob?2 llevando un
fragmento interno del gen b/r0227

derivado de pBBR1::MCSS5 llevando el
gen b/r0227 completo

derivado de pCB303 llevando el gen
blr0227 completo

derivado de pG18mobLK llevando un
fragmento interno del gen b/r7578

derivado de pG18mobLK::exoB
llevando el cassette kanamicina

derivado de pPBBRIMCS?2 llevando el
gen bir7578 completo

derivado de pCB303 llevando el gen
blr7578 completo

derivado de pGemT-easy llevando el
fragmento intergénico entre b/[2381 y
blr2382 (A) comprendido entre las bases
2595375 y 2595687

derivado de pGemT-easy Ilevando un
fragmento intergénico entre b/r2383 y
blr2384 (B) comprendido entre las bases
2598116y 2597844

derivado de pK18mob llevando el
fragmento intergénico A

derivado de pBBRIMCSS llevando el
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Schafer et al, 1994

Schifer ef al, 1994

Cedido gentilmente por Lagares

Kovach er al,, 1995

Kovach et al., 1995
Prentki et al, 1984
Schneider y Beck, 1987
Vieira y Messing, 1982
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fragmento intergénico B

plQ13 derivado de': pK1 81‘90b::A llevando el esta Tesis
fragmento intergénico B

derivado de pK18mob::A::B llevando .
pIQ14 los fragmentos intergénicos Ay Byel  esta Tesis
cassette Q Sm/Spc

plQ15 derivado de pBBRIMCS2 lievando los  ogia Tesis
genes blr2382 y blr2383 completos

I1.2 Especies de plantas

Para la mayoria de los ensayos (excepto donde se indica) se utilizé6 Glycine max
variedad Don Mario 4800. Otras variedades utilizadas fueron: Don Mario 3100, Don
Mario 4600 y A7321RG. También se utiliz6 la especie Glycine soja variedad PI 339871A.
Las variedades fueron provistas por el Ing. Agr. Alejandro Perticari del Instituto de
Microbiologia y Zoologia Agricola del Centro de Investigaciones en Ciencias
Agropecuarias de INTA (Castelar, Provincia de Buenos Aires) y por la Dra. Ana
Castro del laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de

la UNLP.

I1.3 Procedimientos microbiologicos

11.3.1 Medios de cultivo

I1.3.1a- Medios liquidos

-Gotz y derivados
El medio minimo de Gétz (Gotz et al., 1982) se preparé con agua bidestilada. Su
composicién (salvo donde se indica) fué: manitol 5,0 g.I1 o malato 3,75 g.I1, Ko2HPOq4
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1,06 g.1'1, KHoPO4 0,53 g.1'1, MgSO,4 0,25 .11, (NH4)2S04 0,13 g1, CaCl> 15 mg.1?, NaCl
5,85 mg.I'', NaxMoOy 2,42 mg.I'1, FeSO4 7 H2O 0,28 mg.I-1, biotina 20 pg.l?, tiamina-
HC1 20 pg.11, riboflavina 20 ug.l, acido p-aminobenzoico 20 ug.I, piridoxina 20 pg.I
!. La mezcla de manitol o malato, fosfatos, sulfato de amonio, cloruro de sodio y
molibdato de sodio fue esterilizada en autoclave a 121°C por 20 minutos. Las
soluciones de calcio y magnesio fueron esterilizadas en forma separada también por
calor htimedo y se agregaron a la mezcla anterior una vez enfriada. Las mezclas de
vitaminas y la solucién de sulfato ferroso fueron esterilizadas por filtraciéon por
membrana (filtros Millipore de 0,22 um) y luego agregadas en flujo laminar al resto

del medio ya esterilizado.

-PSY

El medio de PSY (Regensburger y Hennecke, 1983) se preparé con agua bidestilada.
Su composicion fue peptona 1 g.l?, extracto de levadura 11 g1, KHoPO4 0,3 g1,
Na;HPOs 0,3 gll, MgSOs 7 HO 01 gll, CaClx 0,05 gl', y los siguientes
micronutrientes: H3BOs 10 mg.1'1, ZnSO4 2 H>O 1 mg.11, FeCls 6 H>O 1 mg.1t, CuSO4 5
H>0 0,5 mg.1Y, MnCb 4 H-O 0,15 mg.1", Na2MoOs 2 H>O 0,1 mg.I! y biotina 0,2 mg.I-1.
La mezcla de peptona, extracto de levadura, y fosfatos fue esterilizada en autoclave a
121°C por 20 minutos. Luego en flujo laminar se agregaron las demas soluciones
previamente esterilizadas por separado. Las vitaminas y micronutrientes fueron

filtrados a través de membrana (filtros Millipore de 0,22 um).
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El medio Luria-Bertani (LB, Sambrook et al., 1989), se preparé con agua bidestilada y
su composicion fue: triptona 10 g.I7, extracto de levadura y CINa 5 g.I' y glucosa 1 g.I

1, La esterilizacion se realizé durante 20 minutos a 121°C en autoclave.

Para los medios solidos se agregé agar 1.5% (p/v) y rojo congo 0.25% (p/v) para el

caso de YEM-agar.

11.3.2 Antibi6ticos

Los antibidticos se prepararon en agua bidestilada (excepto la espectinomicina, que se
prepar6 en metanol) a una concentracién 1.000x (con excepcion de la tetraciclina que
tue 100x) y se esterilizaron por filtracién por membrana (filtros Millipore de 0,22 pm).
Las concentraciones finales en los medios de cultivo fueron (pg.ml-):

-Para Escherichia coli: Kanamicina sulfato (Km) 25, Ampicilina (Ap) 200, Streptomicina
(Sm) 100, Spectinomicina (Sp) 100, Tetraciclina (Tc) 10 y Gentamicina (Gm) 10.

-Para B. japonicum.: Km 150, Sm 400, Sp 200, Gm 100, Cloranfenicol (Cm) 20, y Tc 100.

I1.3.3 Conservacion de las bacterias

La conservacion a largo plazo de las cepas bacterianas se hizo por congelamiento
rapido de cultivos crecidos en YEM o Gotz hasta la fase logaritmica tardia. Para su
conservacion se agrego glicerol estéril hasta una concentracion final del 30% (V/V)y

se almacenaron a una temperatura de -20°C. Para uso rutinario, alicuotas de estas
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reservas se hicieron crecer en YEM s6lido con los antibidticos correspondientes y se

mantuvieron a 4°C por periodos que no excedieron de 60 dias.

I1.3.4 Cultivos bacterianos y preparacion de los inéculos

Para realizar los diferentes ensayos, los cultivos se iniciaron a partir de reservas en
medio solido mantenidas a 4°C y se hicieron crecer en Goétz-manitol a 28°C con
agitacion rotatoria a 180 rpm hasta saturacion. Este cultivo se diluy6 1:100 en medio
de cultivo fresco Gotz-manitol y se dej6 crecer durante 3 dias para asegurar que todas
las células estuvieran en fase exponencial. A partir de este cultivo iniciador, se
realizaron diluciones 1:50 en los medios a estudiar y se continué su cultivo en las
mismas condiciones hasta la fase de crecimiento deseada.

Para el caso de los cultivos liquidos crecidos en condiciones de microaerobiosis, se
realizaron diluciones 1:50 del cultivo iniciador citado anteriormente en medio fresco
Gotz-manitol en frascos de vidrio completamente llenos y se dejaron crecer durante 10
dias dentro de una jarra de Leonard a 28°C con agitacion rotatoria a 50 rpm. Para
generar un ambiente microaerébico (2-10 % O), se dispusieron 0,5 1 de una solucién
caprica ( CuSOs 5g.17, HaSO4 0,5 mL1! y detergente Tween 80 2,5g.11 pH=2) sobre un
recipiente conteniendo lana de hierro colocado dentro de la jarra y se tap6 la misma
inmediatamente. Como generador de CO: se agregé un tubo conteniendo una
solucién acuosa de bicarbonato de potasio y acido citrico. El mismo procedimiento se
llev6 a cabo para el caso de las bacterias crecidas en medios s6lidos agarizados en

cajas de Petri.
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11.3.5 Métodos de Recuento

La biomasa se estim6 por lecturas de densidad 6ptica a 500 nm (DOsgo). El ntimero de
células viables se estimé por recuento en placa de las unidades formadoras de
colonias (UFC.ml!) sobre el medio YEM. Los recuentos se realizaron por triplicado.
Previamente se habia determinado que el recuento de las UFC en el medio YEM
solido arrojaba los mismos resultados que en Goétz sélido (Lopez Garcia, 2004). Las
placas se incubaron a 28°Cy las colonias fueron visibles a partir de los 5 dias.

I1.4 Soluciones para el cultivo hidroponico de plantas

Se utilizo la solucién de Fahraeus modificada (Lodeiro et al., 2000): CaCl2.2 H>O 0,11
g1 MgS04.7 H20 0,12 g.I'1; KaHPO4 0,20 g.1'1; KHoPO4 0,17 g1, NaCl 0,06 g.17?, citrato
térrico 0,005 g.Il, y los siguientes micronutrientes: KClI 3,73 mg.l"1, H3BOs 1,55 mg.l4,
MnSO; H:O 0,85 mgl!, CuSOs 5 HoO 0,13 mgl!, ZnSO; 7 H,O 0,58 mgl?,
(NH4)eMo07024 4 H>O 0,018 mg.I?!, pI=7,0. Esta solucion se prepar6 en agua
bidestilada. La preparacion de fosfatos, cloruro de sodio, citrato férrico y
micronutrientes se esterilizd por calor hitmedo en autoclave a 121°C durante 20
minutos, y luego de permitir su enfriamiento hasta temperatura ambiente, se le
agregaron las sales de calcio y magnesio de preparaciones 1.000x previamente

esterilizadas por calor humedo.
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IL5 Analisis bioquimicos

I1.5.1 Separacion, purificaciéon y cuantificacion de EPS

300 ml de cultivo de B. japonicum crecidas en los medios apropiados fueron
centrifugados dos veces a 12.000 xg por 45 minutos a 4°C. El EPS fue precipitado del
sobrenadante con tres voltmenes de etanol 96° a -20°C durante una noche. Luego de
otra centrifugacion en las mismas condiciones, el sedimento fue resuspendido en
NaCl 0,5 M, incubado una noche a 4°C y dializado extensivamente contra agua
bidestilada en membranas con un corte de 3.500 Da (para los EPS de las cepas AP22,
LP 3013 y LP 3017) o 14.000 Da (para los EPS de las cepas USDA 110 y LP 3010) y
liofilizados para su posterior procesamiento.

Parte del EPS asi obtenido se cuantificé con antrona 0,2 % en H2SO4 95% (Trevelyan et
al., 1952) usando glucosa como estandar y otra parte fue analizada a través de HPAEC

como se describe mas adelante.

I1.5.2 Cuantificacion de PHB

Los sedimentos celulares de los mismos cultivos utilizados para cuantificar el EPS
fueron resuspendidos en agua bidestilada estéril y separados en dos fracciones. Una
fraccion se reservé para la determinacion de proteinas (ver mas adelante) y la otra se
homogeneiz6 con lavandina comercial en tubos de vidrio Corex (Cevallos et al., 1996).

Dicha suspension se centrifugé a 10.000 xg y el sedimento fue resuspendido en agua
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bidestilada estéril para luego ser centrifugado nuevamente en las mismas condiciones
y posteriormente resuspendido en una mezcla alcohol-acetona en una relacion 1:1.
Finalmente, el sedimento proveniente de una nueva centrifugaciéon en las mismas
condiciones, se resuspendi6 en 1 ml de cloroformo, se homogeneizé la mezcla por
agitacion vigorosa seguida de breves inmersiones en agua a 60°C para
inmediatamente disponer 3 alicuotas de entre 5 y 100 pl en tubos de ensayo de vidrio
previamente lavados con etanol. Los tubos se secaron en estufa a 60°C y luego se
agregaron 10 ml de H>SO4 a cada uno y se llevaron a un bafio de agua a 100°C por 10
minutos. Se dejo enfriar y alicuotas de 1 ml de esta suspension fueron medidas como

acido crotonico a 235 nm (Law y Slepecky, 1961).

11.5.3 Cuantificacion de proteinas

La segunda fraccion de los sedimentos celulares fue tratada por ultrasonido con un
sonicador Sanyo Soniprep 150 a potencia media en tres intervalos de 15 segundos
cada uno. Luego de centrifugar la suspension, se midio el contenido proteico del
sobrenadante por el método de Bradford (Bradford, 1976) usando seroalbtimina

bovina (BSA) como estandar.

I1.5.4 Analisis cromatograficos por HPAEC

El EPS purificado fue resuspendido en agua mili Q y tratado con acido trifluoroacético

(TFA) 2 M por dos horas a 120°C. El hidrolizado fue inyectado en un cromatografo
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Dionex DX-300 Bio-LC equipado con una columna Carbopack PA-10 y un detector de
pulso amperométrico. Fueron utilizadas las siguientes condiciones: para azticares
neutros se uso una solucion isocratica con 7% de solucion A (NaOH 200mM) y 93% de
solucion B (agua) con un flujo de 1T ml.min-! usando 2-desoxiglucosa como estandar
interno. Para azucares acidos se us6 una solucién isocratica con 25% de solucion A,
65% de solucién B y 10% de solucion C (acetato de sodio 1 M) con un flujo de 1
ml.min! usando acido sidlico como estindar interno. Para los ensayos de
desacetilaciéon de los exopolisacaridos, las muestras hidrolizadas con TFA fueron
liofilizadas y posteriormente tratadas con metoxido de sodio 0,1 N en metanol a
temperatura ambiente durante una noche.

Estos analisis se realizaron en el Centro de Investigaciones en Hidratos de Carbono
(CTHIDECAR), Departamento de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la UBA con la valiosa colaboracién de las Dras. Alicia Couto y

Adriana Casabuono.

I1.5.5 Extraccion de LPS

Para el aislamiento de los lipopolisacéridos, las bacterias fueron cultivadas en medio
de Gotz-manitol a una temperatura de 28°C y con una agitacion de 180 rpm hasta
obtener una DOsq=0,8 (fase exponencial tardia). Las bacterias fueron luego
centrifugadas a 10.000 xg a 4°C durante 20 minutos. Para eliminar restos de medio de
cultivo y polisacarido liberados al mismo, los pellets bacterianos fueron lavados con 5

ml de solucion de NaCl 0,5 % (p/v) por gramo de células humedas. El LPS fue
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extraido segtn la técnica de Westphal y Jann (1965) para la cual se emplearon 100 ml
de mezcla fenol fundido-agua (45 : 55, v:v) por cada 14 gramos de células humedas. La
mezcla obtenida fue incubada a 60°C con agitacion enérgica durante 20 minutos. Las
fases fendlica y acuosa fueron separadas por centrifugacion (40 minutos a 9.600 xg) y
la fase fendlica fue reextraida con la misma cantidad de agua que la utilizada en la
primera extraccion. Las fases fueron separadas por centrifugacion en las mismas
condiciones y la fase acuosa fue mezclada con la obtenida anteriormente. La fase
acuosa resultante fue dializada contra agua bidestilada durante tres dias a
temperatura ambiente para eliminar los restos de fenol. En esta dialisis fue empleada
una membrana con un tamafo de corte de 14 kDa. La solucién de LPS asi obtenida fue
tratada con RNasa A, DNasal y Proteinasa K, a una concentracién final de cada una de
las enzimas de 15 pug ml! en tampon de MgSOs 10 mM y Tris base 50 mM pH = 7,0

durante toda una noche a 37°C con agitaciéon suave.

I1.5.6 Electroforesis en gel de los polisacaridos superficiales

Alicuotas de EPS o LPS fueron resuspendidas en buffer Laemmli (Laemmli, 1970),
hervidas durante 5 minutos y sonicadas 15 minutos. Luego se sembraron en un gel de
poliacrilamida 17,5% (Diaz-Marrero et al., 1998) y se corrieron a 100 V durante dos
horas. El gel fue sumergido en solucién fijadora (etanol 40%, acido acético 5% y azul
de alcian 0,005% solo para los EPS) durante toda la noche. Luego se tratd con acido
periodico 0,7% p/v, se lavo con agua bidestilada y se tifi6 con plata BioRad 10% v/v
durante 10 minutos. Posteriormente se realizaron cinco lavados con agua bidestilada y
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se agrego desarrollador BioRad. La reaccion fue detenida con acido acético 5%una vez

visualizados los EPS.

11.6 Produccion de biopeliculas (biofilms) bacterianas

Se utiliz6 el método de Fujishige et al., (2006). Las cepas de B. japonicum a ensayar se
crecieron en el medio de Go6tz con manitol como tnica fuente de C hasta fase
exponencial tardia. Luego, se diluyeron en medio fresco de Gotz a una DOsp de 0,1y
posteriormente se dispusieron por cuatriplicado en una placa multipocillo de
poliestireno tapada con parafilm estéril mas una tapa de poliestireno (para evitar una
excesiva evaporacion) siendo incubados a 28°C en agitacién a 50 rpm. A diferentes
intervalos de tiempo se midi6 la DOsgo para normalizar el crecimiento de cada cepa'y
posteriormente se tineron los pocillos con una solucion de cristal violeta 0,1% durante
15 minutos, se lavaron tres veces con agua destilada, se dejaron secar y se disolvio el
colorante por adicién de 150 pl de una solucién acetona-etanol 80:20. La absorbancia
de dicha suspension fue medida a 570 nm. Como control negativo se utiliz6 el mismo

medio de Gotz sin inocular.

.7 Microscopia

11.7.1 Optica

Los cultivos vivos de B. japonicum se colocaron entre porta y cubreobjetos y se
observaron en un microscopio optico Carl Zeiss Jena por contraste de fase con un

aumento de 1.000 X con luz visible.
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I1.7.2 Electrénica

Los nodulos cortados a la mitad se fijaron en glutaraldehido al 2% en buffer de
fostatos (pH 7,2-7,4) durante 2 horas a 4°C. La fijacién secundaria se realiz6 con
tetroxido de osmio 1% p/v durante una hora a 4°C y posteriormente se deshidrataron
en una serie creciente de alcoholes y se incluyeron en resina epoxi. Los cortes
ultrafinos (70 nm) se realizaron con un ultramicrétomo SuperNova Reichert], se
contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo y se examinaron en un
microscopio electronico de transmisién JEM 1200 EX II (JEOL) ubicado en el Servicio

Central de Microscopia de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP.

11.8 Técnicas de Biologia Molecular y oligonucle6tidos utilizados

11.8.1 Obtencion de ADN molde

Los ADN moldes para las amplificaciones fueron obtenidos utilizando las siguientes
metodologias:

a) Extraccion acuosa: las células de los cultivos (liquidos o en placa) fueron lavadas
con NaCl 1 M y resupendidas en 50-100 pl de agua bidestilada estéril. La suspension
fue hervida por 10 6 15 minutos y centrifugada a 14.000 g por 10 minutos; 5 pl de los
sobrenadantes fueron usados como ADN molde.

¢) Extracciéon fenolica: se centrifugaron a 14.000 xg 1,5 ml de un cultivo bacteriano de

la cepa correspondiente en fase exponencial tardia durante 15 minutos. Las células se
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lavaron en 200 pl de N-lauril sarcosina al 0,1% en TE y se centrifugaron a 14.000 xg. A
continuacion, se resuspendieron en 300 ul de TE, se afiadié 100 ul de lisozima 1 mg.ml-
! (en sacarosa 20%), se incubo una hora a 37°C y luego se agregaron 100 ul de pronasa
(2,5 mg.ml! en buffer Tris Edta [TE], predigerida a 37°C durante un minimo de 90
minutos) y 100 pl de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 5% en TE. Se mezcl6 por
inversion y se incub6 a 37°C durante 1-2 horas. Luego, se precipitaron los restos
celulares con 125 pl de una solucién de NaCl 5 M en TE previamente esterilizada en
autoclave. Se incub6 en hielo 30 minutos, y se centrifug6. Posteriormente, a la solucion
de ADN se le afiadié un volumen de fenol y se agité con vortex vigorosamente
durante un minuto, se dejé reposar y se mezclé nuevamente de la misma manera
durante otro minuto. Se centrifugd durante cinco minutos, pasando a continuacién la
fase superior acuosa a un nuevo tubo donde se extrajo una vez mas con fenol.
Recogida la fase acuosa, se procedi6 a dos nuevas extracciones sucesivas con
fenol/cloroformo y cloroformo. El ADN se precipité afiadiendo tres volimenes de
etanol 100% a -20°C, se mezcl6 por inversién y se incubé a -20°C un minimo de dos
horas. Finalmente, se centrifugé a 14.000 xg durante 15 minutos y el precipitado se
lavé con 0,5 ml de etanol al 70%, se seco al vacio durante 20-30 minutos y el ADN seco

se resuspendi6 en 25-50 pl de agua bidestilada estéril.

11.8.2 Preparacion de ADN plasmidico

Los plasmidos de E. coli y B. japonicum fueron preparados por la técnica de lisis

alcalina descripta por Sambrook et al. (1989).
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Brevemente, se suspendieron bacterias crecidas en medio s6lido en una solucién
Tris/HCl 50 mM, EDTA 10 mM, pH= 8.0. Se agreg6 luego una solucion de NaOH 0,2
M, SDS 1% y se mezcl6 por inversion suave. Finalmente, se agreg6 una solucion de
KAc 3 M, pH= 4.8 mezclando suavemente. Luego se centrifugo la mezcla a 14.000 xg
durante 15 minutos a 4°C y se agregé 15 ul de silica clean. Se centrifugé a 14.000 xg y
se lavo el sedimento tres veces con una solucion de NaCl 50 mM, Tris 10 mM pH=7,5,
EDTA 25 mMy etanol 50%. Posteriormente se dejo secar y se resuspendié en 20-30 pl
de agua bidestilada, se incubd durante 5 minutos a 65°C, se centrifugé a 14.000 xg y se

tomo el sobrenadante conteniendo el ADN plasmidico.

11.8.3 Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Los ensayos de PCR fueron realizados empleando un ciclador térmico capilar Idaho
1605 (Idaho Tecnology) o cicladores BioRad Icycler y MyCicler. La composicién de las
mezclas de reaccion utilizadas fue: Tris-HCl 50 mM, pH 8.3, seroalbtiimina bovina
(BSA) 500 ug mlt; MgCl, 3 mM; dNTPS 200 pM; 2 U Taq DNA polimerasa (Promega
Corp.) y cada uno de los cebadores para PCR especificas en concentraciones 10 pM.

Los cebadores empleados fueron los siguientes:

Nombre secuenciaba 3’ referencias

M13 Fw GTAAAACGACGGCCAGT producto comercial
M13 Rv GCGGATAACAATTTCACACAGG producto comercial
Km Fw CATCGGGCTTCCCATACA Mongiardini, 2008
Km Rv TGCCATTCTCACCGGATT Mongiardini, 2008
Sm/Spc CGGTGGATGACCTTTTGAAT esta Tesis

aniA Fw GGTCAAGGATGGCGAAGA esta Tesis

aniA Rv GATCTGCTTGCGGAACTT esta Tesis

aniA PR ATCTGGCCCATGATGACTTC esta Tesis
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aniAT Fw TGCTTATTTTGTTGCGTTGC esta Tesis
aniAT Rv TTACCCCAGGAAGCAGTTTG esta Tesis
ugdH Fw GTGGGTGTCTTACGGTGGG esta Tesis
ugdH Rv GCAATGCCAGACCAGGACA esta Tesis
IspL Fw CTCACCTTCAAGCCCGACAC esta Tesis
IspL Rv GCTGTAGATGTTGCGGAGG esta Tesis
ugdH comp Rv GCATCACCTGTCGAACAAAC esta Tesis
ugdH up Fw GCGACAGCACTTGCCACTCT esta Tesis
IspL comp Fw AGGGTGTTCAGTGGAGCATC esta Tesis
ispL dw Rv AATCTCCATAGCGGCAGCGA esta Tesis
exoB Fw ATGACCGATCCGCAGAAGTA esta Tesis
exoB Rv ACCGTAGGCAGGTCAGAGTG esta Tesis
exoB total Fw GGATGCAGAAATTCGGACTC esta Tesis
exoB total Rv AGGCAAGGTGCGGGTGT esta Tesis

I1.8.4 Digestiones del ADN

Las digestiones con endonucleasas de restriccion se realizaron en las condiciones
Optimas para cada enzima, siguiendo las indicaciones de temperatura y tampon
propuestas por los proveedores, y las recomendaciones descriptas en Sambrook ef al.
(1989).

Las reacciones se llevaron a cabo habitualmente con 0,5-5 ng de ADN, 0,5-1 unidad de
la enzima a utilizar en el tampo6n correspondiente, en volimenes finales de 10-25ul.
Estas reacciones se llevaron a cabo incubando las mezclas de reaccion a la temperatura

indicada por el fabricante durante un periodo de tiempo de al menos 12 horas.

11.8.5 Electroforesis de acidos nucleicos

Las preparaciones plasmidicas, de ADN total, los productos de digestién y de PCR
fueron separados en geles de agarosa al 0,8; 1; y 1,5 % segtn el tamafio del fragmento

a separar, conteniendo 0,5-1,0 ug de bromuro de etidio ug ml?! en buffer TBE (Tris-
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borato 45 mM, EDTA 1 mM pH=8). Como marcador de peso molecular fue utilizado
el fago A digerido con HindlIll. El perfil de bandas obtenido fue fotografiado usando

una camara digital Kodak modelo DC 120 bajo iluminacién ultravioleta.

11.8.6 Secuenciacion de ADN

Las secuenciaciones de los fragmentos de interés se llevaron a cabo en Macrogen
Corp., Setl, Corea del Sur y en el IGEVET (Instituto de Genética Veterinaria,

CONICET-UNLP).

I1.8.7 Conjugaciones biparentales y triparentales

Las conjugaciones fueron realizadas empleando la técnica de Simon et al. (1989) con
modificaciones menores segun se indica a continuacion. En un microtubo de
polipropileno de 1,5 ml se mezclaron 0,5 ml de la cepa donadora a una densidad
optica a 620nm de 0,4-0,5 con 0,9 ml de un cultivo de igual DO de la cepa receptora. La
mezcla fue luego centrifugada a 3.000 xg durante 8 minutos y el sedimento
resuspendido suavemente en aproximadamente 50-75 ul de medio de cultivo. Dicha
suspension fue colocada en una caja de Petri con medio s6lido PSY sin antibitticos e
incubada a 28°C durante 48 horas. Finalmente, la mezcla de bacterias donadoras y
receptoras fue resuspendida en agua bidestilada estéril y plaqueada en medio sélido
suplementado con el/los antibiotico/s adecuado/s para la seleccion de

transconjugantes. En todas las conjugaciones se realizaron controles en los que s6lo se
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agregaron ya sea la bacteria donadora o la receptora. En el caso de la conjugacion
triparental, la mezcla de bacterias se realiz6 agregando una E. coli que llevaba el
plasmido pRK2013 (Figurski et al., 1979), el cual aporta en trans los genes necesarios

para la movilizacion.

I1.8.8 Preparacion de células electrocompetentes. Electrotransformacion de E. coli

Se sigui6 la técnica de Tung y Chow (1995). Se inocularon 500 ml de medio LB sin el
agregado de NaCl con 1 ml de cultivo de la cepa de E. coli de interés, la que habia sido
crecida desde el dia anterior. El cultivo fue inoculado a 37°C y agitado vigorosamente
hasta que la DOsoo lleg6 a 0,8 unidades. Las células fueron centrifugadas a 4.000 xg por
15 minutos a 4°C y se lavaron dos veces con 200 ml de glicerol 10% a 4°C. Luego, las
células se resuspendieron suavemente en bano de agua-hielo en 0,5 ml de GYT
(glicerol 10%, extracto de levadura 0,125% y triptona 0,25%) y se fraccionaron en
alicuotas de 100 pl. Las mismas se conservaron congeladas a -80°C hasta su utilizacion.
Las electrotransformaciones fueron llevadas a cabo usando un equipo Gene Pulser
provisto por BioRad en cubetas de 0,2 ml bajo las condiciones recomendadas por el
fabricante (25 pF, 200 Q, 2,5 kV). En ellas, se dispusieron 100 pl de E. coli
electrocompetentes y entre 2-5 pl de plasmido a utilizar resuspendido en agua
bidestilada estéril. Luego de la electrotransformacion se adicion6é inmediatamente a
las células 1 ml de medio SOC (triptona 2%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 10mM,
SOsMg 10mM, MgCl> 10 mM) y la mezcla se incubd aproximadamente 1 hora a 37°C

para permitir que la informacién contenida en el ADN introducido se expresara.
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Posteriormente las bacterias fueron plaqueadas en medio LB sélido con los

antibio6ticos selectivos e incubadas una noche a 37°C.

I1.9 Ensayos bioloégicos

11.9.1 Esterilizacion superficial de las semillas y germinacién

Las semillas de G. max y G. soja se sumergieron en etanol 96°C por 10 segundos y
luego se esterilizaron superficialmente en una solucion de lavandina comercial al 20%
v/v durante 10 minutos en agitacion permanente. Posteriormente, se lavaron al
menos siete veces con abundante agua destilada estéril. Las semillas esterilizadas se
germinaron en cajas de 25 cm x 25 cm con agar-agua al 1,5% durante tres o cuatro dias

en oscuridad a 28°C.

I1.9.2 Ensayos de infectividad

Se realizaron siguiendo la metodologia de Bhuvaneswari ef al. (1980). Las semillas
esterilizadas superficialmente y germinadas como se indic6 anteriormente se
transfirieron en forma aséptica a bolsas plasticas de crecimiento en un ntimero de tres
plantulas por bolsa. Las bolsas habian sido previamente humedecidas con 10 ml de
solucion de Fahraeus. Se llevaron al invernaculo, con una temperatura diurna de 26°C
y nocturna de 18°C y 14 h. de fotofase. Al dia siguiente se marcaron las posiciones de
la punta de la raiz (PR) y de los pelos radiculares emergentes mas pequenios (PEMP)

trazando sendas lineas sobre la bolsa plastica con la ayuda de una lupa binocular
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(Figura I1.1). Cada raiz se inoculé con 0,5 ml de suspensiones bacterianas con las
concentraciones que se indican. Ademas se incluyeron controles de plantas sin
inocular. Las plantas y los controles se mantuvieron en el invernaculo en las
condiciones antes descriptas y se regaron periodicamente con agua destilada estéril
hasta el momento de la observacion de los resultados. A los 20 dias desde la
inoculacion se realizaron mapas de la frecuencia de aparicién de nédulos respecto de
la ubicacion de la marca PR realizada al momento de la inoculacién en la raiz

principal (Bhuvaneswari ef al., 1980).

KK

POWEIL i anins s e d

TR

PEMP
21 dias
post-inoculacion

—>

L

PR

Figura I1.1 Determinacién de la infectividad en bolsas plasticas de crecimiento. Al momento
de la inoculacién se marca sobre la bolsa la regién infectable comprendida entre los pelos
emergentes mas pequefios (PEMP) y la punta de la raiz (PR) (rayas rojas, izquierda). Luego de
21 dias se mapea la posicion de los nodulos en relacion con dicha zona (derecha). Los noédulos
observados alli provienen de infecciones iniciadas dentro de las seis horas inmediatas a la
inoculacién (el tiempo requerido para que los pelos radicales de esa zona maduren y se

vuelvan no infectables). Los nodulos registrados por debajo de esa zona corresponden a
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infecciones mas tardias. Asi, el recuento de las proporciones relativas de nédulos en cada zona
permite cuantificar la infectividad.

Luego se grafico la distribuciéon de cada uno de los nodulos sobre la raiz principal en
unidades relativas de distancia respecto de la marca de PR de acuerdo con la siguiente

relacion:

Du=Dr/UDR
donde Dy es la distancia (en UDR) del nodulo hasta PR, D; es la distancia (en mm) del
nodulo hasta PRy UDR es la longitud (en mm) entre las marcas de PR y PEMP.
Este altimo procedimiento permiti6 normalizar los resultados compensando las
diferencias entre plantas con raices de distinta longitud y distinta velocidad de

crecimiento (para mas detalles, véase Bhuvaneswari et al., 1980).

I1.9.3 Ensayos de competicion para la nodulacién

Estos ensayos se realizaron con cepas llevando diferentes resistencias a antibi6ticos
para permitir su identificacion. Se trabajo con macetas plasticas de aproximadamente
300 cm3 conteniendo vermiculita estéril. Las macetas fueron esterilizadas mediante
lavados con alcohol seguidos de una exposicién de dos horas a la luz ultravioleta en
una camara cerrada, mientras que la vermiculita se esterilizo en autoclave, una hora a
121°C. Cada maceta con vermiculita estéril se regé con 700 ml de solucién de Fahraeus
libre de bacterias o conteniendo entre 104 a 109 rizobios.ml! de la mezcla de cepas que

se deseaba ensayar. La siembra de soja se realiz6 inmediatamente. Se sembraron en
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cada maceta tres plantines de soja germinados. Cada condicién se ensay6é por
triplicado. Como controles siempre se incluyeron macetas sin inocular, y también
macetas inoculadas con cada cepa en forma separada. Las macetas se levaron al
invernaculo y se mantuvo la humedad mediante riegos con agua destilada estéril
hasta la determinacion de los porcentajes de ocupacion de los nodulos.

Los noédulos de cada tratamiento fueron extraidos y cada uno colocado
separadamente en fosas de placas multipocillo estériles. Luego se los esteriliz6
superficialmente mediante el agregado de una solucion de lavandina comercial al 20%
v/v durante cinco minutos seguidos de al menos siete lavados con agua destilada
estéril. Asi, cada nodulo pudo ser procesado en su fosa y no se corrio6 el riesgo de que
se produjeran contaminaciones cruzadas entre materiales provenientes de distintos
nodulos cuando se liberé su contenido bacteriano. Los nédulos fueron macerados con
palillos estériles, con los que luego se depositoé el material recién extraido en cajas de
Petri réplicas conteniendo antibiéticos selectivos, lo que permitié identificar en el
crecimiento posterior al material extraido de cada nédulo y al mismo tiempo,
comprobar a qué cepa pertenecia.

Los resultados se analizaron mediante analisis de varianza de la transformacion

angular de los porcentajes de ocupacion (Lison, 1976).

11.9.4 Determinacion de peso seco de plantas

Se tomaron plantas de soja de mas de 30 dias postinoculacién y se procedié a cortar la

parte aérea (tallo y hojas) de cada planta por separado. Luego se las dispuso a cada
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una en una bolsa de papel madera y posteriormente se secaron a 60°C en estufa
durante 4 dias o hasta constancia de peso. Una vez secas, la parte aérea de cada una de
las plantas fue pesada en una balanza analitica con una precisién de + 1 mg. Los

resultados se analizaron estadisticamente empleando un analisis de varianza.
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HI.1 Introduccién

Hace casi 60 afnos, Jacques Monod relacioné la tasa de crecimiento bacteriano con los
niveles de nutrientes en los medios de cultivo (Monod, 1949). En este sentido, los
cultivos bacterianos crecidos en condiciones limitantes, evidencian una respuesta
adaptativa como resultado de cambios a nivel molecular (Koch, 1997; Button, 1998).
Uno de estos nutrientes esenciales es el nitrégeno, elemento indispensable para la
biosintesis de gran cantidad de componentes celulares basicos, tales como proteinas y
acidos nucleicos entre otros. En particular, en nuestro laboratorio se observé que B.
japonicum USDA 110 y una mutante derivada de ésta incapaz de agregar galactosa en
su EPS, llamada AP22, acumularon C al entrar en fase estacionaria. Esta acumulacién
de C, sin embargo, fue canalizada hacia EPS cuando los cultivos crecian limitados en
la fuente de N, mientras que se acumulé como PHB en cultivos sin limitacién de N.
Estos ensayos se llevaron a cabo en medios de Gétz liquidos y con manitol como tnica
fuente de C, en los que se corrobor6 la limitacion intracelular de N por la falta de
represion de GS 1, y la induccién de la actividad de GS II, en respuesta al aumento en
la relaciéon C/N intracelular (Lopez Garcia et al., 2001).

Segun datos bibliograficos, la composicion del EPS puede variar de acuerdo con la
fuente de C en que se cultiva B. japonicum, y particularmente se reporté que cuando
crece en malato como tnica fuente de C sintetiza un EPS enteramente compuesto por
galactosa (galactano) (Karr et al., 2000). Por otro lado, mediante analisis bioquimicos se
demostr6 que B. japonicum AP22 carece de actividad UDP-glucosa-4-epimerasa, no

presenta la via de Leloir y produce un EPS sin galactosa (Parniske et al., 1993; Becker et
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al., 1998). Por ello, nuestro interés fue obtener una condicion en la que AP22 fuera
incapaz de sintetizar EPS y asi estudiar el metabolismo en estas condiciones y su
relacién con la simbiosis en plantas de soja. Se decidié entonces emplear malato como
fuente de C, con la idea de que en esta condicion DP22 seria incapaz de sintetizar EPS
por cuanto el mismo deberia ser un galactano. El malato entra a las bacterias en forma
diferente al manitol, a través de una proteina llamada DctA permeasa (Dct por
Dicarboxilate transport). Esta eleccion también se debié a que junto con el acido
succinico, son las dos tnicas fuentes de C conocidas hasta ahora para los bacteroides

Kahn v Yurgel, 2004).
Yy g

I[1.2.1 Crecimiento de Bradyrhizobium japonicum USDA 110 y AP22 en medios liquidos

limitados en la fuente de N

Para caracterizar el crecimiento de B. japonicum USDA 110 y AP22 se utiliz6 el medio
liquido definido de Gotz et al. (1982) suplementado con malato 27 mM como tnica
fuente de C y (NH4)2504 1 mM como tnica fuente de N (GN1). La condicion limitada
en N se obtuvo sin el agregado de (NH4)2SO4 (GNO) lo que deja una concentracion de
NHg* menor que 40 uM, proveniente del cultivo iniciador (el limite méximo seria
aquel en el que todo el NHa* inicial permaneciera sin consumirse). Estas condiciones
fueron previamente establecidas como no limitante y limitante en N, respectivamente
(Lopez Garcia et al, 2001). Aqui suponemos que las respuestas a la escasez de N
observadas previamente con manitol como unica fuente de C (Lépez Garcia et al,

2001) también tienen lugar con malato.
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Diariamente y durante un lapso de 8 dias se estim¢ la biomasa total por medida de la
DOso y se contaron en placa las UFC como medida de las células viables. Estos
ensayos fueron realizados en tres experimentos diferentes y mostraron resultados
similares.

En la Figura III.1 se muestran las lecturas de DOsno y los recuentos de UFC de uno de
estos experimentos. Alli se observa que el tiempo de duplicacion de ambas cepas es de
alrededor de 12 horas, en concordancia con lo observado por Karr ef al. (2000), siendo
casi la mitad del observado con manitol como tnica fuente de C (Karr et al., 2000;

Lépez Garcia et al., 2001).
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Figura IIL.1 Crecimiento de las cepas B. japonicum USDA 110 (simbolos llenos) y AP22
(simbolos vacios), en GN1 (triangulos) y GN 0 (rombos) respectivamente, durante 8 dias
a28°Cy a 180 rpm. A. Biomasa estimada por la DO 500nm. B. Estimacion del niimero de
células viables por recuento en placa de las UFC.ml-.

Nosotros también notamos diferencias entre el tipo salvaje y el mutante, siendo USDA
110 ligeramente mds rapida que AP22. Cuando las bacterias crecieron en medios

limitados en la fuente de N, la tasa de crecimiento exponencial fue la misma pero la
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fase estacionaria fue alcanzada mas temprano. Llamativamente, la DOsgp y los
recuentos de UFC que se obtuvieron con la cepa AP22 bajo condiciones de escasez de
N (GNO) fueron, en los tres experimentos independientes, coherentemente mas altos
que los obtenidos con la cepa salvaje USDA 110. Una vez en fase estacionaria, la

viabilidad celular se mantuvo.

II1.2.2 Acumulacién diferencial de biopolimeros de C intracelulares y extracelulares

Para estudiar los destinos del C con o sin escasez de la fuente de N utilizando malato
como dnica fuente de C, tomamos puntos de referencia representativos de cultivos en
fase exponencial (dos dias de crecimiento) y en fase estacionaria (siete dias de
crecimiento). Debido a que en escasez de la fuente de N la fase estacionaria se alcanza
antes, el estado fisiolégico de las bacterias puede no ser el mismo para una edad
determinada en todos estos medios (Figura IIL.1).

A estos cultivos se les extrajo el EPS y el PHB y se los cuantifico como se explica en la
pag. 46 de Materiales y métodos. Se observé que las cantidades de EPS en la cepa
mutante AP22 fueron significativamente mas bajas que en la cepa salvaje USDA 110 en
cultivos con suficiencia de N, en concordancia con datos bibliogréficos (Lopez Garcia,
2004; Parniske et al., 1992). Sin embargo, en escasez de N, la produccién de EPS fue

similar en ambas cepas (figura II1.2).
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Figura II1.2 Contenido de EPS (A) y PHB (B) relativos a proteinas totales de las
cepas de B. japonicum USDA 110 y AP22 crecidas en Go6tz con malato como tnica
fuente de C. Los cultivos fueron crecidos en escasez (GNO, barras blancas) o
suficiencia (GN1, barras grises) de la fuente de N hasta la fase exponencial (exp) o

estacionaria (est)

Este resultado nos sorprendié debido a que esperabamos bajos niveles de EPS en la
cepa mutante también en la condicién de escasez de N.

Al contrario de ello, la acumulacion de EPS con respecto a PHB sigui6 los patrones
previamente descriptos: en suficiencia de N el contenido de EPS fue similar en
cultivos jovenes y viejos, mientras que en cultivos crecidos en escasez de la fuente de

N se acumulé una significativa cantidad de EPS en fase estacionaria en ambas cepas
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(Figura II1.2). Concomitantemente, se acumulé PHB en cultivos viejos en suficiencia
de N en ambas cepas.

El hecho de que la cepa AP22, a pesar de su mutacién, aan haya canalizado el C hacia
la sintesis de EPS (y a sus precursores) cuando los cultivos envejecieron limitados en
N, sugiere que en estas condiciones no hubo suficiente acumulacién de acetil-CoA tal
que sirva como precursor de la sintesis de PHB.

Esto puede haberse debido a la combinacion de una alta carga energética y al uso del
exceso de poder reductor que normalmente se canaliza hacia el PHB (Povolo y

Casella, 2000) hacia la sintesis y acumulacion de EPS.

1.3 Composicién de los EPS de B. japonicumm USDA 110 y AP22 en relacion con la

fuente de carbono y la disponibilidad de nitrégeno

En la cepa mutante aument6 la cantidad de EPS cuando se la cultivé en escasez de la
fuente de N, aan con malato como tunica fuente de C, donde se suponia que no
deberia producirse EPS alguno (Figura II1.2). En efecto, Karr et al. (2000), reportaron
que B. japonicum 2143 produce un galactano como EPS cuando crece con malato como
tnica fuente de C.

Para resolver esta contradiccion, determinamos la composicion de los EPS de B.
japonicum USDA 110 y AP22. Para ello, se extrajeron y purificaron los EPS de cada
cepa, crecidas en manitol o malato como tinicas fuentes de Cy en escasez o suficiencia

de la fuente de N, para posteriormente analizarlos por HPAEC.
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Figura IIL.3 Cromatogramas de aztcares neutros (A y B) y acidos (C y D) de EPS
hidrolizados de B. japonicum USDA 110 (A y C) y AP22 (B y D) cultivados con malato
(lineas 1, 2, 5 y 6) o manitol (lineas 3, 4, 7 y 8) como tnica fuente de C. Las hexosas
correspondientes a cada pico se indican encima del mismo. Por cuestiones de
claridad, en los paneles C y D se muestran so6lo los aziicares con malato como tnica
fuente de C. nA: intensidad de sefial.

gal: galactosa, glc: glucosa, man: manosa, galA: acido galacturonico.

Nosotros encontramos que, a diferencia de la cepa de B. japonicum 2143 (Karr et al,
2000), USDA110 y AP22 no cambiaron la composicion de EPS con malato o manitol
como Unicas fuentes de C, ni con los niveles de N (Figura II.3), lo cual sugiere que la
diferente composicion del EPS en relacién con la fuente de C no es una respuesta
general en B. japonicum. En este sentido, es de destacar que USDA 110 tampoco

produce NPS cuando se diferencia a bacteroide una vez dentro de la planta
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hospedante (Streeter et al., 1992). Serian necesarios mds estudios para entender las
razones por las cuales algunas cepas de B. japonicum cambian la composicién de su
EPS mientras que otras no lo hacen. Estas cuestiones no son triviales, ya que a
menudo cambios en su composicién resultan en procesos simbidticos con diferente
grado de eficiencia.

A diferencia de la unidad repetitiva de EPS descripta con anterioridad por Mort y
Bauer (1982), nuestros analisis revelaron que la cantidad de manosa es menor, siendo
la proporcién observada 6 Glc: 3 Gal: 3 GalA: 1 Man. Esta composicion es consistente
con la unidad repetitiva propuesta por Mort y Bauer (1982) si uno plantea que cada
tres unidades repetitivas, la manosa esta presente en una sola, mientras que en las
otras dos, no. Alternativamente, esta discrepancia se podria explicar con la existencia
de dos tipos de EPS, uno que carezca de manosa y otro como el descripto por Mort y
Bauer (1982), en una relacién molar de 1:2. Sea como fuese, nuestros estudios con una
tecnologia mas sensible condujeron a una reconsideracién de la composicién del EPS
en B. japonicum y demostraron que son necesarios estudios mas detallados sobre su
estructura. Por otro lado, y como era de esperar, el EPS de la cepa AP22 careci6 de
galactosa (Gal) (Parniske ef al., 1993; Becker et al., 1998) pero tuvo niveles normales de
acido galacturénico (Figura IIL.3). Este resultado sugiere que el acido galacturénico no
se incorpora a través de la oxidacion de UDP-galactosa sino que tal vez provenga de la
oxidacion de UDP-glucosa y su posterior epimerizacion en UDP-acido galacturénico
(Figura II1.4). En este sentido, en el genoma completo de B. japonicum USDA 110 se
predicen cuatro marcos de lectura abiertos que codificarian para dos UDP-Gle-

deshidrogenasas y dos UDP-GlcA-epimerasas (designados en la RhizoBase como
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blr2383 y bll8129, y blr2382 y bll5920 respectivamente) si bien la funcién de ellos no
estd caracterizada todavia (Kaneko et al., 2002). Dichas enzimas, si son activas, podrian

explicar la presencia de residuos galA en el EPS de la cepa AP22 (Kereszt et al., 1998;

Laus et al., 2004).

CH,OH COO COCr
H/H UDP H/H UDP HO/ H uDP
—_—  oam—
- —
HO\ OH H/H UDP-glc- HO\ OH H/ H UDP-glcA- H OH H H
deshidrogenasa 4-epimerasa
H OH H OH H OH
UDP-glucosa UDP-glucurénico UDP-galacturénico

Figura II1.4 Posible via de sintesis del acido UDP-galacturénico a partir de UDP-
glucosa en B. japonicum USDA 110.

I1I.4 Analisis simbidticos

Los efectos observados en relacién con el aumento significativo de los niveles de EPS
tanto en la cepa salvaje como en la mutante cuando las bacterias son cultivadas en
escasez de la fuente de N podrian llegar a tener impacto sobre la infeccién y posterior
ocupacion de los nédulos en plantas de soja (Lopez Garcia et al., 2001). Por otra parte,
la cepa mutante AP22 produce respuestas de defensa en raices de soja, como liberacion
de fitoalexinas (gliceolina) en los exudados radicales y posteriormente actividad
quitinasa en nédulos (Parniske ef al., 1994). En sus ensayos, estos autores cultivaron a
AP22 en medios ricos y asi, las cantidades de EPS sintetizados en relacién con la cepa
salvaje son significativamente menores (Parniske ef al., 1998). En paralelo, se demostr6

que el EPS de AP22 no une lectina de soja, una proteina vegetal que podria estar
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implicada en procesos simbiéticos tempranos (van Rhijn ef al., 1998; Lodeiro ef al.,
2000). Asi, y de acuerdo a lo observado en este capitulo, podriamos esperar que,
cuando plantulas de soja se inoculen con AP22 previamente crecidas en escasez de la
fuente de N ocurran dos situaciones totalmente diferentes, a saber: 1-las altas
cantidades de EPS defectuoso incitarian respuestas de defensa de las plantas y esto se
veria reflejado en una disminucién de la nodulacién, o 2-el EPS defectuoso no actuaria
per se incitando dichas respuestas, y entonces mayores niveles de estos polisacaridos
derivarian en una mayor infectividad, independientemente de la incapacidad de unir
lectina de soja.

Para intentar aproximarnos a una respuesta, realizamos ensayos de infectividad en

plantas de soja en bolsas plasticas de crecimiento (Bhuvaneswari et al.., 1980).

I11.4.1 Infectividad de las cepas de B. japonicum USDA 110 y AP22 en relacion con la

disponibilidad de N

Dado que la infectividad se satura con concentraciones bacterianas superiores a 10
UFC.ml?! (Halverson y Stacey, 1986), decidimos iniciar nuestros estudios con
concentraciones del orden de 10%-10¢ UFC.ml? para asi poder detectar posibles
diferencias.

Ensayos previos en nuestro laboratorio, demostraron que las plantas inoculadas con la
cepa salvaje USDA 110 mostraron alrededor de tres nédulos por planta en raices
primarias al momento de su cosecha (22 dias post-inoculacién), con un porcentaje de

plantas noduladas de 50% (para inéculos de 10° UFC.ml!) y 88% (para in6culos de 104
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UFC.ml!) mientras que en las raices de las plantas inoculadas con la cepa mutante
AP22 el porcentaje de plantas noduladas fue, para ambas concentraciones, menor a
20% (Lopez Garcia, 2004).

Con estos resultados previos realizados con cultivos bacterianos crecidos en manitol
como tnica fuente de C, y para obtener un perfil de nodulacion similar entre ambas
cepas, decidimos realizar los estudios de infectividad de B. japonicumm USDA 110 y
AP22 utilizando cultivos crecidos durante dos dias en Gétz-malato (fase exponencial)
en escasez de la fuente de N (GNO) o suficiencia de la misma (GN1) inoculando sobre
plantulas de soja cv Don Mario 4800 (Glycine max) 1.105 UFC planta? en el caso de
USDA 110 y 1.107 UFC planta en el caso de AP22.

Los resultados de estos ensayos se muestran en la Figura IIL5, el namero de plantas
ensayadas fue de 42 para cada condicién y se repitieron en dos experimentos
independientes dando resultados similares.

Como puede observarse, tanto la cepa USDA 110 como AP22 fueron mds infectivas
cuando se cultivaron en escasez de la fuente de N. Estos datos corroboran
observaciones previamente realizadas por Lopez Garcia (2004) con la mismas cepas
USDA 110, una cepa derivada llamada B. japonicum 3001 y AP22 crecidas en manitol
como tnica fuente de C, con lo cual podemos inferir que es una respuesta general en
relacion a la disponibilidad de N. Por otro lado, no podemos hacer inferencias con
respecto a la infectividad en escasez de N entre la cepa salvaje y la mutante debido a

que ésta se inocul6 con una concentraciéon 100 veces mayor que la salvaje.
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Figura IIL5 Infectividad de USDA 110 (A y B) y AP22 (C y D) en fase exponencial
cultivadas en GN 0 (B y D, barras blancas) o GN 1 (A y C, barras grises). La distribucion
de los nodulos a lo largo de la raiz principal fue medida en relacion a la posicion de la
punta de la raiz al momento de inocular, que es el valor 0. Los valores negativos

representan regiones de la raiz inexistentes al momento de la inoculacion.
En suma, la infectividad de la cepa AP22 no sélo no disminuy¢ en cultivos en escasez

de la fuente de N en relacién con los de suficiencia de la misma, sino que también se
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vio reflejada en una mayor cantidad de nédulos en raices principales y en un mayor
numero de nédulos por encima de la punta de la raiz, como puede observarse en la
Tabla II.1.

Asi, independientemente del tamafno del inoculo, las mayores cantidades de EPS
producidos por la cepa AP22 en escasez de la fuente de N, tienen un efecto similar al
de la cepa salvaje sobre la infectividad a raices de soja, pese a la ausencia de galactosa
y a su incapacidad de unir Jectina. Esta mayor infectividad no puede estar relacionada
con la accién de la lectina de soja (Lodeiro et al., 2000; Lopez Garcia et al., 2001) sino
que podria deberse a otros factores, como por ejemplo una mayor expresién de los

genes nod en el medio con escasez de la fuente de N (Lopez Garcia et al., 2001).

Tabla HI.1 Infectividad de AP22 sobre raices de soja

numero de nodulos
por encima de
PR por planta £ DEM

fuente namero de nodulos en raices
de N primarias por planta + DEM

GNO 2,03+0,34 1,20+ 0,28

GN 1 1,43 £ 0,28 0,80+0,14

DEM: desvio estandar de la media

Resumen

La cepa mutante AP22 es capaz de producir més biomasa que la cepa salvaje en
condiciones de escasez de la fuente de N. Esto no puede ser explicado por una escasa
produccién de EPS que derive C y energifa a la sintesis de otras moléculas debido a
que las cantidades de EPS producidas en GNO por la cepa mutante son similares a las

producidas por la cepa salvaje.
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Fué confirmada la canalizacion diferencial del exceso de C hacia EPS o PHB en malato
como tnica fuente de C en relacion con la escasez de N. Los rizobios cultivados en
escasez de N tienen una alta relacion EPS/PHB en fase estacionaria mientras que
aquellos cultivados en suficiencia de N tienen una baja relacion EPS/PHB.

Las unidades repetitivas de los EPS de B. japonicum USDA 110 y AP22 tienen menos
cantidad de manosa en relacion con las demdas hexosas que lo componen. La
proporciéon encontrada fué: 6 Glc : 3 GalA : 3 Gal :1 Man. Esta composicion es
consistente con la previamente descripta por Mort y Bauer (1982) si uno supone que
cada 3 unidades repetitivas, s6lo una contiene manosa. Alternativamente, podrian
coexistir dos tipos de EPS, uno que no contenga manosa y otro como el descripto por
Mort y Bauer (1982) en una relaciéon 2 : 1.

La composicion de los EPS en B. japonicum USDA 110 y AP22 no cambia con la fuente
de C ni con los niveles de N en que son cultivadas las bacterias. Esto indica que las
variaciones de la composicién en respuesta al ambiente previamente observados por
Streeter (1995) y Karr et al. (2000) no se podrian aplicar a la especie de manera general
sino a variedades y/o serogrupos dentro de la misma.

Tanto la cepa salvaje como la mutante fueron mas infectivas en raices de soja cuando
los inéculos crecieron en escasez de la fuente de N, independientemente de la
composicién de los polisacaridos extracelulares. Dicha infectividad fue comparable
solamente cuando la cepa mutante AP22 se inocul6 con una concentracién de 100 a
1.000 veces superior a la de la cepa salvaje.

Del analisis de estos resultados surgen tres preguntas de importancia:
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1) ;La canalizacion diferencial del exceso de C hacia EPS o PHB esta relacionada con
algan regulador global?

2) ;La biosintesis del acido UDP-galacturonico y su incorporacion al EPS ocurre segtin
la ruta predicha en la Figura II1.5?

3) Dado que la mutacién en AP22 abarca tres genes, ;Puede decirse que los fenotipos
observados se deben solamente a la mutacion del gen exoB?

En los préximos capitulos se encararan estas preguntas con el fin de comprender

mejor el rol de los EPS y el PHB en la simbiosis B. japonicum-soja.
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IV.1 Introduccién

El metabolismo del PHB estd relacionado con el estado redox de la célula. En
Azotobacter spp. 'y Rhizobium ORS271, su sintesis se ve aumentada bajo condiciones
microaerobicas (Stockdale et al., 1968; Senior et al. 1972; Stam et al., 1986), lo que
también ocurre dentro de los nodulos, donde el potencial redox de las células decrece
dada la limitacién del O» impuesta por la leghemoglobina. Como resultado de estas
carencias de O se incrementan los niveles citoplasmaticos de NADPH. En Azotobacter
beijerinckii esto lleva a la inhibicion de algunas enzimas del ciclo de Krebs como la
NADP-isocitrato deshidrogenasa y la citrato sintasa, por lo cual dicho ciclo se ve
enlentecido y el acetil-CoA forzado a entrar en la sintesis de PHB (Senior et al. 1972;
Jackson y Dawes, 1976). Asi, un aumento en la sintesis de PHB podria actuar como
una via de escape para oxidar NADPH regulando de esta manera también la
velocidad del ciclo de Krebs. Esta regulacion estarfa dada en principio por una
multiplicidad de factores, entre los cuales podriamos mencionar la relacién
acetilCoA/CoA, el estado redox del pool de nucleétidos pirimidinicos y la reducida
velocidad del ciclo de Krebs bajo condiciones microaerdbicas (Karr ef al., 1984).

En vida libre, el PHB tiene roles protectores contra diferentes estreses, tales como
irradiaciéon UV, shocks térmico y osmoético y exposicion ante agentes oxidantes
(Kadouri ef al., 2003). Ademads, parece ser de vital importancia desde el punto de vista
ecolégico debido a que gracias a esta reserva, las bacterias en el suelo podrian
sobrellevar con éxito periodos de escasez de nutrientes y por otro lado, un rapido

catabolismo de este biopolimero en la rizésfera podria estar relacionado con una
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rapida colonizacién de la misma, facilitando de esta manera la entrada de los rizobios
a través del hilo de infeccién (Denison y Kiers, 2004).

Dada la importancia del metabolismo del PHB en los rizobios, y en especial
conociendo que B. japonicum USDA 110 y AP22 acumulan PHB en fase estacionaria, se
quiso investigar qué factores podrian estar regulando el flujo de C entre el EPS y el
PHB, dado que parecen estar ligados porque su acumulacién responde de forma
coordinada a la abundancia o escasez de N.

En este sentido, se reportaron sendos mutantes en un gen regulador del flujo de
carbono intracelular (llamado aniA por anaerobically induced gene A) que vefa
aumentada la sintesis de EPS en detrimento de la de PHB (Povolo y Casella, 1996;
Encarnacién et al.,, 2002). Esta desviacién de carbono en estos rizobios mutantes nos
recordo la observada por nosotros en cultivos limitados en la fuente de N y que
consideramos de relevancia a la hora de estudiar el flujo de C hacia PHB o EPS. ;Es
aniA un regulador general del flujo de C en B. japonicum? ;Puede aniA estar

involucrado en la desviacion de C hacia la sintesis de EPS?

IV.2 Analisis bioinformaticos

Los genes phbA y phbB, codificantes de las enzimas P-ceto-tiolasa y acetoacetil-CoA-
reductasa respectivamente, se encuentran duplicados en el genoma de B. japonicum y
su similitud aminoacidica es del 72% entre los dos phbA y 75% entre los phbB. Estos
genes a su vez, poseen alta similitud de secuencias aminoacidicas y nucleotidicas con

los genes phbA y phbB de muchos rizobios. Sin embargo, en uno de los clusters existe
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un gen contiguo (blr0227) que tiene el mismo arreglo de genes vecinos con respecto a
los genes posiblemente homoélogos de Rhizobium etli 'y Sinorhizobium meliloti. Dicho gen
muestra un 54,5% y 54,7% de identidad y 66,8% y 66,7% de similitud con los genes
aniA de R. etli (RHE_CHO04019) y de S. meliloti (SMc03880) respectivamente. En la
Figura IV.1 se muestra el arreglo de genes al que hacemos referencia en estas tres
especies de rizobios y en especies relacionadas.

Particularmente en R. efli, la cepa aniA- sintetiza alrededor de un 40% menos PHB que

la cepa salvaje y aumenta drasticamente los niveles de EPS (Encarnacion et al., 2002).

B Bradyrhizobium japonicum USDA 110
o Rhodopseudomonas palustris BisA53
[ .

Nitrobacter sp. Nb-311A
B

Sinorhizobium meliloti 1021

— Mesorhizobium loti MAF303099

B Rhizobium etli CFN 42
B Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841
L

Azorhizobium caulinodans ORS571

Figura IV.1 Comparacion de la regiéon genémica del ADN cromosomal de B. japonicum USDA
110 y bacterias relacionadas filogenéticamente, entre las cuales se encuentran S. meliloti 1021 y
R. etli CFN42. Se puede observar que en las tres especies el gen aniA (flechas rojas) se
encuentra rio arriba y en direcciéon opuesta al cluster formado por los genes phbA y phbB
(flechas celestes y verdes, respectivamente).
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Ademas de este fenotipo, los autores no detectaron la proteina acetoacetil-CoA-
reductasa (codificada por phbB) por analisis protedmicos en la cepa aniA- y
concomitantemente el poder reductor total se veia disminuido en fase estacionaria en

un 50% en cultivos con piruvato y 75% en cultivos con glucosa como tnicas fuentes de

C.

IV.3 Regulacién de la sintesis de PHB

En la mayoria de las proteobacterias en que se encuentra la proteina AniA (también
denominada PhaR, por las siglas en inglés Polihidroxyalcanoate Repressor) también se
encuentra un dominio de unién a ADN cuya secuencia se halla muy conservada. En la
Figura IV.2 se muestra un alineamiento de secuencias de aminoacidos de AniA entre
diferentes especies de rizobios y no-rizobios. En todas existe una similitud por encima
del 50% y en particular los aminoacidos 79 al 100 (marcados en rojo en la figura IV.2)
parecen representar un dominio potencial de union a ADN. Si bien la unién AniA-
ADN esta muy bien caracterizada a través de estudios de hidrolisis de ADN tratado
con ADN-asas (DNasel footprinting) en Ralstonia eutropha, todavia no ha sido probada
en rizobios. Hasta hoy se conocen por lo menos dos genes que estarian regulados por
AniA, a saber, phaP y el propio aniA. AniA se une rio arriba de phaP en dos sitios, el
codén de inicio de la transcripciéon e inmediatamente antes del promotor o7f,
reconociendo en R. eutropha H16 la secuencia de nucleétidos GCAMMAMWTMMD
(Potter ef al., 2002). Por otro lado, PhaR también se une 86 bases rio arriba del codén

de transcripcion de phaR, donde se encontr6 un promotor dependiente de o5
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(Steinbiichel et al, 2005). Buscando estas secuencias de bases conservadas en el
genoma de B. japonicum hemos observado que también se encuentran rio arriba de los

genes aniA, y de proteinas posiblemente homologas a phaP1 y phaP2.

Nitrobacter ——-MAKSETPTTIKKYANRRLYNTGTSTYVTLEDLAAMVKQGEDFLVFDAKTGDDITRSVL 58
Rhodopseudomonas —-MAKSNLPTTIKKYANRRLYNTGTSTYVTLEDLATMVKTGEDFLVYDAKSGDDITRSVL 58
Bradyrhizobium ——MAKSDQPTTIKKYANRRLYNTGTSTYVTLEDLAAMVKDGEDFLVYDAKTGDDITRSVL 58
Azorhizobium ——-MAKTQEPVTIKKYANRRLYNTGTSTYVTLEDLANMVKEGEDFVVYDAKNGDDITHSVI 58
R. leguminosarum —-MAKHEGQIVIKKYANRRLYNTGTSTYVTLEDLAEMVKKGEEFTVQDAKSGDDITHSVL 58
Rhizobium etli ——-MAKNEGQIVIKKYANRRLYNTGTSTYVTLEDLAEMVKRGEDFTVQDAKSGDDITHSVL 58
Sinorhizobium ——MGKNEGQIVIKKYANRRLYNTGTSTYVTLDDLAVMVKRGEDFIVQDAKSGEDITHSVL 58
Mesorhizobium MQMAAKDDPIIThKYANRRLYNTGTSTYVTLEDLADMVKKGEFFTVQDAKTGDDITHPVL 60
***************k**‘k* Kk k Kk kK ** *  x ‘k** * *** **
Nitrobacter AQIIFEQENKAGQONLLPTT RSIDMLTREQEKFRKQMTS 118
Rhodopseudomonas AQIIFEQENKAGQONLLPTT QSIDTLTREQEKFRKQLTN 118
Bradyrhizobium AQITIFEQENKAGQONLLPTT QSTATLTQEQEKFRKQTIAN 118
Azorhizobium TQIIFEQENK-GQNLLPIA MSIESFTKEQGRMRDQVSK 117
R. leguminosarum TQIIFEQESKTGNTLLPISF] HSMRSFTEQQAQMREQVTR 118
Rhizobium etli TQITIFEQESKTGNTLLPISF! HSMRAFTEQQAQMREQVNR 118
Sinorhizobium TQIIFEQESKTGNTLLPIS HSMQAFTEQQAQMREQITK 118
Mesorhizobium TQIIFELENKDGQNMLPIPFI. QSMIAFSKEQERFREQMKG 120
:***** *_* *:_:‘k* '*A * 9 * . .. :* . J(.*.
Nitrobacter SFSGTPFA-——=————— PLEEHVRRNMELFERTFSMFKPEFVP-PRNGTAAPEPEKTPDSP 168
Rhodopseudomonas TFSVGPFA-——-—---——-— PLEEQVRRNMELFQQTFSMFKPFVPSPSTGAAGTEPEALPAEP 169
Bradyrhizobium TLSGTPFA------—-—— PLEEQVRRNMELFQQTFSMFKPFAP-PARSSTTPEPEPDATAE 168
Azorhizobium TIVEGTPEG—~——=———— GFEDQVRRNMEVFERAFNMFIPFKG-DETPAETTTPAAQPARA 167
R. leguminosarum AFGETPLG-KNLQLPMQMVEDHVRRNTELFQQAMQMFSPF-————————— MTPP-AKESR 166
Rhizobium etli AFGETPLG-KNLQLPMOMVEDQVRRNTELFQQAMOMFSPF—————————— MAPPAAKESR 167
Sinorhizobium AFGDTPIG-KNLKVPLQLVEEQVRRNTEMFHQAMQOMFSPF—————=———~ MAAPPAKETR 167
Mesorhizobium 180

AIGKSPLDVMKMATPIKALEEQTRRNWEMVQNAMRLFTPFPPAGSAPAAAPTEPARKDAP

J:: -k:: * * % *:*__:: ek Kk Kk
Nitrobacter —-DPGDTIDDLRRQMKEMQDRLERMSKDPKKE-~ 198
Rhodopseudomonas VDDASTIEDLRRQMKDMQERLERMSSVPKKEE- 201
Bradyrhizobium APKDSNIDDLRQOMKEMQERLERMS—---KKEE- 197
Azorhizobium ASSGDELEALKRQMADMQOKLEKLVSKPEGGSQ 200
R. leguminosarum KAEAKDIDELKEQLRALQNKLDNL--------- 190
Rhizobium etli KAEAKDIDELKEQLRALQNKLDNL--————=—— 191
Sinorhizobium KAEAKDIDELKEQLRALQTKLDNLG--——-——~- 182
Mesorhizobium 205

PEKSDDLQQLKDQIAAMQRKLDTMS~———-—-——

* . ok sk ek

Figura IV.2 Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas de la proteina AniA de
diferentes rizobios y géneros emparentados realizado con el programa CLUSTALW 2.0.
Debajo de las secuencias apiladas se observan asteriscos (aminoacidos idénticos), dos
puntos (aminodcidos muy similares) un punto (aminoacidos algo similares). En letras
rojas se marca un dominio conservado de unién a ADN presente en todas las
secuencias en estudio.
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Estos tres genes no se encuentran caracterizados en B. japonicum. Los genes phaPl1 y
phaP2 tienen alta similitud de secuencia con sendos genes reportados para S. meliloti
(Wang et al., 2007). Ademas, y en estrecha relacion con nuestro trabajo, existe en B.
Japonicum una secuencia rio arriba de uno de los genes phbB que se encuentra muy
cercano a aniA (ver Figura IV.1) que, al igual que en R. etli, pero no en S. meliloti,
muestra nucleétidos conservados que indicarian posibles sitios de unién de AniA.

De esta manera, uno de los genes implicados en la sintesis de PHB (phbB) podria estar
regulado positivamente por AniA en B. japonicum como lo hace en R. etli (Encarnacion
et al., 2002) o Azotobacter vinelandii (Peralta-Gil et al., 2002). Con todo ello, decidimos
realizar mutantes de aniA en B. japonicum para estudiar la conexion entre la sintesis de
PHB y EPS, la relacion con la disponibilidad de N y su vinculacién con la simbiosis en

soja.

IV.4 Construccion de mutantes de B. japonicum en el gen blr0227, un posible regulador

del flujo de carbono intracelular

Se decidio realizar mutantes de B. japonicum LP 3004 (resistente natural a Sm derivada
de USDA 110) y AP22, ya que esta dltima sintetizaba escasas cantidades de EPS en
GNI1. Esta mutagénesis fue dirigida a insertar un vector suicida llevando una porcién
homologa al gen blanco, que se integrara en el cromosoma y que se ubicara en el
medio de la region codificante del gen en cuestion. Esta insercién se diagramé de tal
forma que se interrumpieran los dos dominios proteicos putativos de AniA, entre los

cuales se halla el dominio de unién a ADN. Para ello, se utiliz6 la estrategia de simple
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recombinacion homoéloga que se esquematiza en la Figura IV.4b. Para obtener el
plasmido suicida, se amplificoé un fragmento interno del gen blr0227 por PCR con
cebadores especificos utilizando ADN total obtenido de B japonicum LP 3004 (Figura
IV.4a, gel a) y posteriormente se lo cloné en pGemT-Easy siguiendo las instrucciones
del fabricante. La construccion, llamada pIQO01, se corroboré utilizando una mezcla de
cebadores especificos del vector y del inserto (Figura IV 4a, gel b). Luego, se liber6 el
inserto por digestion con EcoRI y se introdujo en el plasmido pG18mob2 (Figura IV 4a,
gel ¢) suicida en rizobios, creando el plasmido pIQ02. Finalmente, el plasmido pIQ02
se chequeé6 por PCR (Figura IV .4a, gel d) y por secuenciacion.

Dicha construccién se introdujo en Escherichia coli S17-1 y se movilizé por conjugacién
biparental a B. japonicum LP 3004 y AP22 (Figura IV.4b). Los transconjugantes
resistentes a Gm fueron seleccionados y posteriormente se corroboraron por PCR con
cebadores especificos de una porcién del vector y de porciones rio arriba y rio abajo
del gen blr0227 (Figura IV.4b, gel a).

Una vez obtenidos y chequeados los mutantes, se realizé una PCR con cebadores
BoxAR-1 para obtener la huella digital de ADN (fingerprint) y asf corroborar que los
transconjugantes seleccionados no provinieran de una posible contaminacién, no
encontrandose diferencias en el bandeado entre las cepas salvajes y mutantes (no
mostrados).

Se eligieron dos mutantes independientes, a los que se llamé LP 3020 (derivado de

USDA LP 3004) y LP 3021 (derivado de AP22).
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Figura IV.4a Esquema que muestra la estrategia de mutagénesis utilizada para la
obtencion de mutantes de B. japonicum LP 3020. La misma estrategia se utilizé para
obtener los mutantes de B. japonicum LI’ 3021.

A la izquierda de los geles se muestra el ADN del fago A digerido con HindIll y a la
derecha el peso molecular de los fragmentos de interés.

Enzimas de restriccién: B: BamHI, E: EcoRI, P: Pstl, Sp: Sphl
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Figura IV.4b Esquema que muestra la transferencia del vector construido pIQ02 a las
cepas de B. japonicum LP 3004 y AP22 y los chequeos correspondientes por PCR.

A la izquierda de los geles se muestra el ADN del fago A digerido con HindIIl y a la
derecha el peso molecular de los fragmentos de interés.
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Por otro lado, se amplifico por PCR con la enzima Pfx un fragmento de 1245 pares de
bases con los cebadores aniAPR Fw y aniAT Rv (Figura IV.5a) que contenia el gen
blr0227 entero con su posible promotor (inferido por el programa Promoter Finder).
Este fragmento con extremos romos se clondé con Smal en el vector pBBRIMCS5,
dando el plasmido plQO03 y luego se subcloné en el plasmido pCB303 replicativo en
rizobios (Schneider y Beck, 1987) digiriendo con Pstl y Xbal.

Esta ultima construccion, llamada plQ04, se introdujo posteriormente en las cepas
mutantes LP 3020 y LP 3021 (figura IV.5b) por conjugacion triparental, para
complementar el fenotipo observado en las cepas mutantes. Una vez realizada la
transferencia del vector, se extrajo de B. japonicum y se corroboré por PCR (Figura
IV.5b) y por secuenciacion. En paralelo, repiques en cajas con los antibidticos
apropiados y X-gal, tornaron las colonias azules, indicando que el gen se ubicé en la
posicién correcta como lo muestra la figura IV.5b. Los mutantes que llevaron el

plasmido sin inserto no mostraron el color azul caracteristico.
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Figura IV.5a Esquema que muestra la estrategia de complementacion utilizada para
revertir el fenotipo de los mutantes de B. japonicum LP 3020. La misma estrategia se
utiliz6 para mutantes de B. japonicum LP 3021. El pldsmido pCB303 fue gentilmente
cedido por Peter Miiller.
A la izquierda de Jos geles se muestra el ADN del fago A digerido con HindIll y a la
derecha el peso molecular de los fragmentos de interés.
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Figura IV.5b Esquema que muestra la introduccion del plasmido pIQ04 llevando el gen
blr0227 completo en las cepas mutantes LP 3020 y LP 3021. El gel a muestra el chequeo de
la correcta insercion del gen blr0227 completo en el plasmido (extraido de los mutantes
de B. japonicum complementados).

A la izquierda de los geles se muestra el ADN del fago A digerido con Hindlll y a la

derecha el peso molecular de los fragmentos de interés.

IV.5 Crecimiento bacteriano de las cepas salvaje LP 3004 y LP 3020 en el medio

definido de Gotz

Con e] objetivo de caracterizar el crecimiento de B. japonicum LP 3004 y la mutante LP
3020, se las cultivé en el medio de Gotz et al. (1982). Los cultivos se iniciaron a partir
de rizobios que estaban en el estadio exponencial de crecimiento (véase materiales y

métodos). Durante 28 dias se tomaron muestras de los cultivos diariamente, y a cada
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muestra se le estim¢ la biomasa total por medida de la DOsp y el namero de células
viables por recuento en placa de las UFC. Se realizaron dos experimentos
independientes, los cuales mostraron resultados similares; a continuaciéon

expondremos los resultados obtenidos en uno de ellos.

En la Figura [V.6 puede observarse que la biomasa total de la cepa salvaje y la mutante
poseen cinéticas de crecimiento similares. Una vez alcanzada la fase estacionaria o
exponencial tardia (7 dias) comienza a descender el nimero de UFC.ml?! en ambas
cepas (figura IV.6.B). Sin embargo, este descenso del namero de células viables fue mas
pronunciado en la cepa mutante, llegando a 1,5x10¢ bacterias.ml! a los 28 dias mientras
que la cepa salvaje se mantuvo en las 5,2 x107 bacterias.ml1. Este descenso del nimero
de células viables en la cepa mutante bajo condiciones limitantes (Kolter ef al., 1993),
podria deberse en parte a una disminucion de la sintesis de PHB documentada para las
cepas aniA- de R. etli (Encarnacién et al., 2002) debido a su conocido rol como reserva

intracelular de Cy energia (Tal y Okon, 1985; James et al., 2003; Kadouri et al., 2002).
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Figura IV.6 Crecimiento de B. japonicum LP 3004 (rombos negros) y LP 3020
(triangulos blancos) en GN1 durante 28 dias a 28°C con agitacion a 180 rpm. A.
Biomasa estimada por la DOse. B. Estimacion del nimero de células viables por

recuento en placa de las UFC.ml1)
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En este sentido, Lopez et al. (1995 y 1998) documentaron que cepas de Pseudomonas
oleovorans que acumulan PHB sobreviven mas tiempo que aquellas mutantes
incapaces de hacerlo en cultivos bajo diferentes limitaciones, estableciendo una
dependencia directa entre su acumulacién y la supervivencia en cultivos con escasez
de otros nutrientes diferentes del C. Paralelamente, esta misma dependencia entre la

acumulacién de PHB y la supervivencia se observé en S. meliloti (Ratcliff et al., 2008).

Para probar en parte esta hipotesis y para proseguir con la caracterizacion de estas
cepas, se decidi6 analizar la produccion de PHB y EPS a lo largo del crecimiento de B.

japonicum LP 3004 y su mutante LI 3020.

IV.6 Los mutantes aniA- presentan una alta relacion EPS/PHB en fase estacionaria

tardia con suficiencia de la fuente de N

La denominacién aqui utilizada de aniA (anaerobic induced gene A) al marco de lectura
abierto que se sitiia rio arriba del cluster phbAB fue acufiada por Povolo y Casella
(2000) debido a que el gen se expres6 sélo en cultivos limitados en Oz Cuando los
mutantes aniA de S. meliloti se cultivaron en escasez de Oz, mostraron un aumento
significativo de los niveles de EPS pero el contenido de PHB permanecié inalterable
(Povolo y Casella, 2000). Como dijimos anteriormente, en R. etli la cepa aniA- produce
un 40% menos de PHB que la cepa salvaje y un aumento significativo de los niveles de
EPS, pero contrariamente a S. meliloti, las diferencias son notorias en condiciones

aerdbicas (Encarnacién et al., 2002).
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Para dilucidar los posibles efectos de aniA en la canalizacién de C en B. japonicum, se
realizaron cultivos liquidos de las cepas salvajes y mutantes en Gtz con manitol
como unica fuente de carbono y se midieron la densidad optica (DOsw) y las
cantidades de EPS y PHB a diferentes tiempos durante su crecimiento. En particular
se cosecharon a los 5, 10, 15 y 25 dias, observandose solo una canalizacion diferencial
en fase estacionaria tardia (25 dias). Esta canalizacién diferencial del carbono hacia
EPS también se reflej6 en cultivos liquidos y solidos sometidos a condiciones de
microaerobiosis como se detalla en materiales y métodos. Los resultados que se
muestran en las Figuras IV.7 y 8 corresponden a las cantidades relativas de EPS y PHB
de cultivos aerébicos de B. japonicum LP 3004 y el mutante LP 3020 cosechados en fase
estacionaria tardia (25 dias).

Alli puede observarse una marcada tendencia a la sintesis de EPS y CPS por parte de
las cepas mutantes aniA-, situacién similar a la observada cuando los cultivos son
crecidos en escasez de la fuente de N (capitulo III). Particularmente, la cepa LP 3021 se
comporté de manera similar a la cepa LP 3020, independientemente de la incapacidad
de formar un EPS normal. Asi, pudimos correlacionar de manera indirecta, la
disminucién del namero de células viables en fase estacionaria tardia con una
concomitante disminucién del contenido de PHB

Como dijimos anteriormente, la sintesis aumentada de EPS en detrimento de PHB por
parte de las cepas aniA- en cultivos en fase estacionaria tardia también se observé en
cultivos sometidos a microaerobiosis, lo que sugiere que aniA también actuaria en la
cepa salvaje en condiciones de anoxia similares a las que describieron Povolo y Casella

(2000) en S. meliloti.
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Figura IV.7 Cantidades de EPS (A) y CPS (B) relativas a DOsgo de las cepas de B.
japonicum LP 3004 y AP22 crecidas en Gtz manitol como tnica fuente de C (barras
grises) y sus respectivos mutantes aniA- (barras blancas). Los cultivos en batch fueron

cosechados luego de 25 dias de crecimiento. (fase estacionaria tardia)

1,0 nsvemes
A B
0,8 o 300
&
8 06 2
foa) 5 200
= o
o 04 o
a2 b
a 100
0,2 w
2
0,0 E— —— D = 0 — — = D
LP 3004 LP 3020 AP22 LP 3021 LP 3004 LP 3020 AP22 LP 3021

Figura IV.8 Cantidades de PHB relativas a DOsp (A) y cantidades de EPS + CPS
relativas a PHB (B) de las cepas de B. japonicum LP 3004 y AP22 crecidas en Gotz
manitol como tnica fuente de C (barras grises) y sus respectivos mutantes aniA- (barras
blancas). Los cultivos en batch fueron cosechados luego de 25 dias de crecimiento. (fase

estacionaria tardia)

IV.7 Crecimiento en diferentes fuentes de C

Dado que, como dijimos anteriormente, AniA se reportaba como un factor reponsable
del flujo de C intracelular, decidimos caracterizar su crecimiento en 8 fuentes de C
diferentes, a saber, manitol, arabinosa, acetato, malato, glucosa, glicerol, succinato y

galactosa. Asi, se plaquearon diluciones de cultivos liquidos de las cepas LP 3004 y LP
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3020 en fase exponencial tal que crecieran entre 100 y 200 UFC en cajas Gotz-agar
suplementadas con la fuente de C respectiva.

En la Tabla V.1 se muestran los resultados obtenidos donde, a pesar de existir
diferencias en el crecimiento, ambas cepas, salvaje y mutante, fueron capaces de crecer
en todas las fuentes de C estudiadas, con excepcién del mutante aniA en acetato
donde su crecimiento fue muy pobre.

En paralelo, se realiz6 el mismo ensayo pero incubando las cajas en condiciones
microaerobicas. En ellas, generalmente la cepa mutante se veia mas mucosa que la
salvaje (datos no mostrados). Particularmente, y a diferencia de los cultivos aerébicos,

ni la cepa salvaje ni la mutante pudieron crecer en acetato como tnica fuente de C.

Tabla V.1 Crecimiento de B. japonicum LP 3004 y LP 3004 aniA- en diferentes fuentes
de C en medio sélido de Gotz a 28°C

manitol malato succinato acetato glucosa arabinosa glicerol galactosa
LP 3004 +++ ++++ +++ ++ ++ ++++ ++ +++
LP 3020 ++4 ++++ +4+ +/- + +++ + ++

Tipos de crecimiento:

++++ 6ptimo, +++ bueno, ++ regular, + pobre, +/- muy pobre

IV.8 Cuantificacion de biofilms en la cepa LP 3020

Como detallamos en la introduccién de este trabajo, las comunidades bacterianas
suelen sobrevivir en ctimulos denominados comunmente como biofilms. Estas
peliculas biologicas constituyen entonces nichos ecoldgicos complejos donde habitan

los procariotas rodeados por una matriz formada esencialmente por EPS (Hirsch ef al.,
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2005; Wosniak et al., 2007). En este sentido, y teniendo en cuenta que los mutantes
aniA- sintetizaron mas cantidades de EPS en relacién con la cepa salvaje, decidimos
estudiar si este desvio del C hacia la sintesis de EPS se vefa relacionado con un
aumento en la capacidad de estas cepas para formar biofilms.

La Figura IV.9 muestra la cuantificacion de biofilms de cultivos bacterianos de la cepa
salvaje LP 3004 y de la mutante LP 3020 donde se observa que ambas fueron capaces
de formar biofilms, y que entre las 48 y 96 horas se llegé a los niveles méaximos, no
existiendo diferencias significativas entre ellas. Estos ensayos se repitieron en dos
oportunidades independientes, dando resultados similares.

En este sentido, una mayor cantidad de exopolisacaridos producidas por las cepas
mutantes a los 25 dias de crecimiento en el medio de cultivo no se correlacioné con un
aumento en la capacidad de formar biofilms, en discordancia con datos reportados en
mutantes sobreproductores de EPS I en S. meliloti R1021 en los que se observé un
aumento de dos veces con respecto a la cepa salvaje (Hirsch et al., 2005). Sin embargo,
estos datos realizados en el medio RDM (por Rhizobium Defined Medium (Vincent,
1970)) tienen amplia desviacion estandar debido a la gran cantidad de grumos
formados por la cepa mutante (Hirsch et al., 2005) y es conocida la sensibilidad de los
biofilms a los diferentes medios de cultivo (Stoodley y Stoodley, 2002).

Ademds, uno de los medios por los que el biofilm crece y se desarrolla precisamente
es la division binaria de las células adheridas a una superficie (Heydorn et al., 2000;
Tolker Nielson et al., 2000). Como vimos en la Figura IV. 6, la viabilidad de la cepa LP
3020 a los 25 dias de crecimiento estd disminuida con respecto a la cepa salvaje, y

quiza este aspecto condicione entonces la formacion de biofilm.
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Figura IV.9 Produccion de biofilms en funcion del tiempo por las cepas de B.
japonicum LP 3004 (barras grises) y LP 3020 (barras blancas) crecidas en el
medio de G6tz con manitol como tnica fuente de C. Las barras negras
representan el mismo medio de Gotz sin adicion de bacterias. Las barras
representan la media de cuatro repeticiones y las barras de error corresponden

al desvio estandar entre las mismas.

IV.9 La inactivacion de aniA tiene un efecto en las propiedades simbitticas de B.

japonicum en plantas de soja

Povolo y Casella (2000) demostraron en S. meliloti que aniA se transcribié en cultivos
liquidos sometidos a estrés de Oz, mientras que en cultivos aer6bicos no se detectaron
sefiales de aniA. Esto sugiere que el producto de aniA juega un rol importante en la
tisiologia celular cuando la concentracién de O: es baja. Estas condiciones
microaerdbicas se observan también cuando los rizobios estdn diferenciados a

bacteroides dentro de los nédulos de leguminosas para mantener la actividad de la
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enzima nitrogenasa (Boistard y Batut, 1994; Dunn, 1998; Udvardi ef al., 2002). En este
sentido, Povolo y Casella (2000) vieron que los mutantes aniA de S. meliloti alteraron
drasticamente los niveles de fijacion de N2 a niveles basales a juzgar por medidas de
reducciéon de acetileno, incluso muchas plantas de alfalfa formaron pseudonédulos
vacios y el fenotipo no pudo revertirse por introduccion del plasmido llevando el gen
aniA. Sin embargo, no hubo diferencias significativas en las medidas de reduccién de
acetileno en los mutantes aniA de R. etli en nédulos de poroto (Encarnacién et al., 2002)
en coincidencia con la independencia de aniA con los niveles de Oz en los cultivos,.

A pesar de estos estudios con mutantes en genes homoélogos a blr0227, en ningtn
trabajo previo se mostré la estructura de los nédulos de leguminosas infectados por
las cepas aniA-. En este trabajo de Tesis estudiamos la capacidad de nodulacion de los
mutantes LP 3020 y LP 3021 y la estructura y ultraestructura de los nédulos inducidos
por la cepa salvaje LP 3004 y el mutante LP 3020 en Glycine max (soja).

Para caracterizar los estadios tardios de la simbiosis con plantas de soja, se inocularon
suspensiones de las cepas LP 3004, AP22 y los mutantes aniA- LP 3020 y LP 3021 Luego
se dispusieron en inverndculo y se cosecharon a los 45 dias post-inoculacion. Asi, se
determino la cantidad de nédulos por planta y se determiné el peso seco de la parte
aérea. Los resultados sobre 30 plantas cosechadas por condiciéon se muestran en la
Tabla IV.2 y representan el promedio de tres ensayos independientes.

En todos los casos, los nodulos cosechados tuvieron el color rosado caracteristico de
los nodulos activos fijadores de N2 siendo las hojas de un color verde fuerte, sin
rastros de necrosis tisular (al menos externamente). Luego de la cosecha, la mayoria

de estos nodulos fueron esterilizados superficialmente, macerados en placas
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multipocillo y plaqueados en YEM-agar con sus correspondientes antibitticos
corroborando que la invasién nodular fue debida a la cepa inoculada y que no hubo
eventos de contaminacion externa.

Tabla IV.2 Determinacién del peso seco de tallos y hojas de G. max y el

promedio de nodulos totales por planta de plantas inoculadas sobre

raices con suspensiones bacterianas de 5x105 UFC.

peso seco (mg) nédulos/planta
parte aérea + DEM + DEM

cepa
sininocular 0,658 £ 0,09 2 —_—

b b
LP 3004 1,186 £ 0,16 23,1+ 3,34

LP 3020 1,453 £ 0,15 © 19,1+ 3,71

b b

AP22 1,001 + 0,21 20,4 + 4,30

LP 3021 0,944 + 0,15 ° 18,9 £ 4,89 °

DEM: desvio estandar de la media.
Los superindices a b y c indican diferencias significativas
con un p>0,05 mediante analisis de varianza multiple.

Las plantas de soja inoculadas tanto por la cepa LP 3004 como la AP22 y sus
respectivos mutantes aniA- fueron indistinguibles entre si con respecto al ntmero de
noédulos por planta. Sin embargo, el peso seco de la parte aérea de la mutante LP 3020
tuvo un aumento estadisticamente significativo con respecto a la cepa salvaje.

Por otro lado, los nédulos inducidos por las cepas aniA- fueron indistinguibles
externamente (figura IV.11 A y B) con respecto a aquellos inducidos por las cepas
salvajes, no observandose nédulos blancos en los mutantes como se reporta para el
caso de S. meliloti (Povolo y Casella, 2000) y en concordancia con lo observado por
Encarnacién et al (2002) en la simbiosis R. etli aniA-poroto. Cabe recordar en este

punto que tanto poroto como soja forman nodulos determinados (cita) y las plantas de
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alfalfa, indeterminados, y tal vez estas diferencias en el fenotipo de nodulacién se
deban a diferencias en la organizaciéon de los mismos.

Se analiz6 a través de microscopia 6ptica de nédulos ocupados por LP 3004 y LP LP
3020 la organizaciéon del tejido vegetal infectado y la morfologia bacteriana. En la
Figura IV.10 C y D se muestran fotografias de cortes transversales de noédulos
infectados por la cepa salvaje (C) y mutante (D), donde no se observan diferencias en
su estructura, a excepcién de una aparente reaccién de defensa de la planta sugerida
por las amplias paredes celulares tefiidas con tetroxido de osmio en las células
corticales mas externas. Este tipo de morfologia fue observado previamente en
leguminosas infectadas con rizobios mutantes (Parniske et al, 1994) y no rizobios
(Benhamou et al., 1996), donde se confirmé la respuesta de defensa.

Esta probable respuesta de defensa en las plantas inoculadas con la cepa mutante, por
un lado, y la capacidad disminuida de derivar el exceso de C hacia la sintesis de PHB
en cultivos limitados en Oz, nos motivé a estudiar la ultraestructura del nédulo. Con
el microscopio electronico de transmision se observé que, mientras los bacteroides de
la cepa salvaje LP 3004 sintetizaron grandes cantidades de PHB (granulos amorfos
electrotransparentes) tipicas de los nodulos de soja (Wong y Evans, 1971), los de la
cepa mutante sintetizaron menores cantidades o se mostraron incapaces de hacerlo
(Figura IV.10 A y B), recordando bacteroides de nédulos indeterminados (Hirsch et al.,
1983; Trainer y Charles, 2006). Alternativamente, en la cepa mutante se observan
pequefios granulos electrodensos que recuerdan los granulos de glucégeno (Tsien y
Schmidt, 1977), lo que indica que la mutacion en aniA implicaria un

redireccionamiento del C intracelular hacia la sintesis de glucégeno. Esto podria
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deberse a que los bacteroides de B. japonicum USDA 110 no sintetizan exopolisacaridos
(NPS) dentro del simbiosoma (Streeter ef al, 1992), y a que el metabolismo de
glucogeno y PHB estaria ligado en los bacteroides de una manera similar a lo que
ocurre en los rizobios en vida libre con el EPS (Povolo y Casella, 2000; Encarnacion et

al., 2002; Dunn et al., 2002).

Figura IV.10 Fotografias que muestran la morfologia externa (A y B) e interna
(Cy D) de nédulos de soja (G. max) ocupados por B. japonicum LP 3004 (A 'y C)
y LP LP 3020 (B y D). Las fotos del panel superior fueron tomadas con una
camara adaptada a una lupa Leika mientras que las del panel inferior
representan cortes transversales con una magnificacién de aproximadamente
1.000X. El asterisco indica un haz vascular. ci: célula vegetal infectada, cce:

célula cortical externa, n: ntcleo vegetal.
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La ausencia de granulos de PHB en los bacteroides (Figura IV.11) y la mayor biomasa
alcanzada por las plantas de soja inoculadas con la cepa mutante LI 3004 aniA- (Tabla
IV.2) indicarian que actividad nitrogenasa y la sintesis de PHB parecieran competir
por las mismas fuentes de poder reductor (Trainer y Charles, 2006). Esta hipotesis de
competencia entre la PHB sintasa (codificada por phaC) y la nitrogenasa fue propuesta
a partir del estudio de mutantes de R. etli phaC- que se muestran incapaces de generar
PHB en los nodulos de Phaseolus vulgaris y aumentan la fijacién de N2 y en mutantes
Tn5 en B. japonicum incapaces de producir nitrogenasa, que acumulan grandes

cantidades de PHB con respecto a la cepa salvaje (Hahn et al., 1984).

Figura IV.11 Micrografias de secciones transversales de nodulos infectados
por B. japonicum LP 3004 (A) y LP 3020 (B) vistas al microscopio electronico de
transmision donde puede visualizarse que los bacteroides (b) de la cepa
mutante no contienen los tipicos granulos de PHB visibles en la cepa salvaje.

mpb: membrana peribacteroidal, g: glucogeno.
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A pesar de estos trabajos, existe todavia amplia discusioén con respecto a este tema,
debido a evidencias que indican que la fijacion de N> no estaria ligada directamente al
metabolismo del PHB. Por ejemplo, se encontraron mutantes phaC de R
leguminosarum bv. phaseoli incapaces de producir PHB en nodulos de poroto (Lodwig
et al., 2005) que mantienen la misma performance simbiética con respecto a la cepa
salvaje.

En muchas bacterias, incluidas algunos rizobios, se sabe que la sintesis y degradacion
del polihidroxibutirato estan amplia y complejamente reguladas (Cevallos et al., 1996;
Potter et al., 2004; Stubbe et al., 2005). El rol de estos polimeros en la simbiosis, tanto
glucégeno como PHB, no es claro y difiere segun se trate de leguminosas que forman
nodulos indeterminados o determinados (Trainer y Charles, 2006). Particularmente en
estos ultimos, la relevancia del PHB como reserva en el metabolismo del bacteroide es
ampliamente debatida (Lodwig y Poole, 2003). Mas estudios seran necesarios para
ahondar de manera mas acabada sobre el metabolismo del C en B. japonicum dentro de
los noédulos de soja. En este sentido, los estudios protedmicos y el uso de
microarreglos (microarrays) de ADN de B. japonicum (muchos de ellos comerciales) en
vida libre y simbiética que se han llevado a cabo en los Gltimos afios, arrojan amplias
perpectivas sobre este tema (Sarma y Emerich, 2005; Chang et al., 2007; Socorro Mesa

et al., 2008).
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V.1 Introduccién

La estructura de los EPS acidicos de B. japonicum USDA 110 consta de unidades
pentameéricas de glucosa, galactosa, acido galacturénico y manosa en una proporcién
2:1:1:1 (Mort y Bauer, 1980) y/o 6:3:3:1 (véase Capitulo III).

Como se observo en el capitulo 1II, el analisis cromatografico de los EPS producidos
por la cepa mutante AP22 mostré que los mismos no tenian galactosa pero poseian
niveles normales de acido galacturénico.

Debido a que la via de Leloir (UDP-glucosa «— UDP-galactosa) no esta presente en
rizobios (cita), podria hipotetizarse entonces que la via de sintesis de los UDP-
galactosidos para formar los exopolisacaridos en B. japonicum estaria separada. Asi,
probablemente la sintesis del 4cido UDP-galacturénico para el EPS provendria de una
oxidacién de UDP-glucosa a acido UDP-glucurénico seguida de una epimerizacion
del 4cido UDP-glucurénico a dcido UDP-galacturénico. Esta via, independiente de la
sintesis de UDP-galactosa, ha sido observada en S. meliloti Rm 41 para la sintesis
compartida de KdoPS y LPS (Kereszt et al., 1998).

Mediante el uso de herramientas bioinformaticas hemos encarado el estudio de los

genes implicados en la sintesis de estas enzimas en B. japonicum

V.2 Analisis bioinformaticos

La primer pregunta que nos hicimos al conocer la composicion del EPS de la cepa

mutante AP22 fue casi obvia y conducente a otras: ;Por qué mostré niveles normales
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de acido galacturénico en su EPS? ;Esto quiere decir que la via de sintesis de los UDP-
galactdsidos estd separada? La gran mayoria de los EPS y LPS rizobianos son acidos, y
esta acidez normalmente se la confiere el acido galacturénico o el dcido glucurénico
(aunque a veces los sustituyentes piruvilo y succinilo). Esta carga negativa, ;Es
esencial para la infeccion y nodulacién a plantas de soja?

Asi, decidimos realizar una basqueda preliminar a través de la base de datos del
genoma de B. japonicum USDA 110 (Kaneko et al., 2002) tratando de encontrar genes
posiblemente homoélogos con genes relacionados a la sintesis de acido UDP-
glucurénico y/o acido UDP-galacturénico en otras especies de rizobios mas
estudiados como S. meliloti. Dicha basqueda arrojo dos genes paralogos para cada una
de las funciones UDP-glucosa-6-deshidrogenasa (anotadas como ugdH) y acido UDP-
glucurénico epimerasa (anotadas como IspL). Dentro de los primeros, es decir, los
genes ugdH, encontramos una identidad nucleotidica y aminoacidica del 99%, con lo
cual suponemos que es el mismo gen duplicado en el genoma. Por otro lado, los genes
paralogos IspL presentaron una identidad nucleotidica de 74 % y aminoacidica de
53,7%. Sin embargo, al momento de realizar los alineamientos, observamos que uno
de los genes ugdH (blr2383) y uno de los IspL (blr2382) se encontraban contiguos. Esto
nos motivo a realizar los estudios de mutagénesis en estos dos genes suponiendo que
la cercania secuencial implicaba una misma via funcional y porque ademas, los genes
vecinos (en especial rio abajo) tienen relacion con la produccion (exoZ) y exportacion
(bl12379) de EPS, como asi también con la biosintesis (bl[2375) y transferencia de
residuos glucosidicos (bli2381, bli2380, bli2377, bll2376 y blI2374), estas tltimas con

funciones putativas.
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T

Figura V.1 Cluster de genes de B. japonicum USDA 110 involucrado en una
parte de la sintesis del EPS. En rojo se marcan los genes candidatos para la
mutagénesis y en amarillo aquellos relacionados con funciones putativas

respecto a la sintesis de exopolisacaridos, en su mayoria glicosil transferasas.

En la Figura V.1 se muestra el arreglo de los genes a los que hacemos referencia con

especial énfasis en los genes ugdH y IspL.

V.3 Construccion de las cepas mutantes de B. japonicum LP 3010, 3011 y 3012

El protocolo para realizar la mutagénesis sitio-especifica se detalla en la Figura V.2. En
breve, se amplificaron por PCR (Figura V.2, gel a) secuencias intergénicas rio arriba y
rio abajo de los genes IspL (A) y ugdH (B) y se clonaron por separado en pGemT-Easy
siguiendo las instrucciones del fabricante. El pldsmido llevando el inserto A (pIQ09) se
corrobor6 utilizando una mezcla de cebadores especificos del plasmido y del inserto
(Figura V.2, gel b). La misma metodologia se utilizé para el caso del chequeo del
plasmido pIQ10 llevando el inserto B (no se muestra). Luego, se liber¢ el inserto A por
digestién con EcoRI y se introdujo en el plasmido pK18mob (Figura V.2, gel ¢) suicida
en rizobios originando el plasmido pIQ11 y en paralelo se liber6 el inserto B por
digestion EcoRI y se introdujo en el plasmido pBBRIMCS5 originando el pldsmido
plQ12 (Figura V.2, gel d). Este altimo plasmido fue digerido con BamHI y HindIIl para

liberar el inserto B y ligarlo posteriormente en plQ11. Esta dltima construccion,

106



Capitulo V Tesis Doctoral Juan Ignacio Quelas

llamada pIQ13, se corrobor¢ utilizando mezclas de cebadores adecuadas (Figura V.2,
gel e). Por altimo, se liberé mediante digestion con Smal el cassette de resistencia a
Sm/Spc del plasmido pHP45Q2 para introducirlo en el plasmido pIQ13 (figura V.2, gel
f) y asi construir el plasmido pIQl4 corroborado por PCR (figura V.2, gel g) y
secuenciacion.

Dicha construccion, llevada por E. coli DH5a, se movilizé a B. japonicum USDA 110 por
conjugacion triparental utilizando el pldsmido asistente pRK2013 (Figura V.2). De
aproximadamente 3.000 colonias, se seleccionaron 3 transconjugantes resistentes a
Sm/Spc y sensibles a Km, se corroboraron por PCR con cebadores especificos de una
porcion del cassette de resistencia y de porciones rio arriba y rio abajo de los genes
ugdH y IspL respectivamente (Figura V.2, gel h).

Una vez obtenidos y chequeados estos tres clones mutantes (llamados LP 3010, LP
3011 y LP 3012), se realizé una PCR con cebadores BoxAR-1 para obtener su huella
digital de ADN (fingerprint) no encontrandose diferencias en el bandeado entre la cepa
salvaje y las mutantes (Figura V.3). Esta PCR se realiz6 para corroborar que los

transconjugantes no provengan de posibles colonias contaminantes.
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Por otro lado, se amplificé por PCR con la enzima Pfx un fragmento de B. japonicum
USDA 110 de 3172 pares de bases con los cebadores ugdH up Fw y IspL dw Rv
(Figura V.4, gel a) que contenia los genes ugdH y IspL enteros con su/s posible/s
promotor/es inferidos por el programa Promoter Finder. Este fragmento con extremos
romos se ligd en el vector pBBRIMCS2 digerido con EcoRV (figura V.4, gel b). Esta
ultima construccién, llamada pIQ15 se corroboré por digestiones con enzimas de
restriccion que reconocieran sitios dentro y fuera del inserto (figuras V.4 c y d). Asi,
este plasmido se introdujo en la cepa mutante LP 3010 (figura V.4) por conjugacion

triparental, seleccionando aquellas colonias resistentes a Sm, Spc y Km.

Figura V.3 Identidad de las cepas derivadas de B. japonicum USDA 110. Pertil
de bandas de amplificacién obtenido por PCR con cebadores Box-AR-1.
1-USDA 110, 2-LP 3010, 3-LP 3011 y 4-LP 3012

Figura V.2 y V.2 continuacion (paginas XX y XX) Construccion de los vectores pIQ13
llevando regiones intergénicas de los genes ugdH y IspL y plQ14 llevando el gen de
resistencia a Sm/Spc y transferencia de este altimo a B. japonicum USDA 110.

A la izquierda de cada gel se indican los pesos moleculares del fago A digerido con
Hindlll y a la derecha se indican los pesos moleculares de los fragmentos de interés.
Enzimas de restriccion: B: BarnHI, E: EcoRI, H: HindlIll, P: Pstl, S: Smal, Sp: Sphl
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Figura V.4 Esquema que muestra la estrategia utilizada para obtener los genes bir2382 y
blr2383 en trans en los mutantes de B. japonicum LP 3010.

A la izquierda de los geles se muestra el ADN del fago A digerido con HindIll y a la
derecha el peso molecular de los fragmentos de interés.

Enzimas de restriccion: B: BamHI, Ec: EcoRV, H: HindlIIl, N: Ndel, P: Pstl, S: Smal, X:
Xbal
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V.4 Las cepas mutantes LP 3010, LP 3011 y LP3012 sintetizan menos cantidades de EPS

en relacion con la cepa salvaje

Una vez que las cepas mutantes fueron aisladas y chequeadas por PCR, se repicaron
en medio YEM agarizado suplementado con rojo congo con sus correspondientes
antibiéticos. Tanto la cepa salvaje como las mutantes, formaron estructuras mucoides
que no absorbieron el rojo congo, teniendo una tonalidad blanquecina a rosada. Sin
embargo, cultivos liquidos en el medio de Gtz cosechados en fase exponencial (7
dias) mostraron que las cepas mutantes sintetizaron y exportaron significativamente
menos cantidades de EPS al medio de cultivo, como lo muestra la figura V.5. Este
fenotipo result6 similar al observado previamente con la cepa mutante AP22 cultivada

en el mismo medio sin limitacion de N (capitulo III).

40
30

20
10 ’ -

USDA 110 LP 3010  LP 3011 LP 3012

ug EPS/DO

cepa
Figura V.5 Producciéon de EPS de B. japonicum USDA 110
(barra gris) y los mutantes (barras blancas) en fase

exponencial (7 dias de crecimiento) en el medio de Gotz.

V.5 Los mutantes LP 3010, LP 3011 y LP3012 tienen alterado su EPS pero no su LPS

Parte de los EPS analizados por métodos quimicos también se analizaron por métodos

cromatogréficos para corroborar la ausencia de acido galacturénico y si ésta alterarfa
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la proporcion de las demas hexosas que forman la estructura del EPS de B. japonicum
(Mort y Bauer, 1982). Asi, alicuotas de los polisacaridos extracelulares de los tres
clones mutantes LI’ 3010, LP 3011 y LP 3012 y de la cepa salvaje fueron hidrolizados y
analizados a través de HPAEC en colaboracién con el grupo de la Dra. Alicia Couto
del Centro de Investigaciones en Hidratos de Carbono (CIHIDECAR-UBA). En la
Figura V.6 se muestran los cromatogramas obtenidos que representan al menos 5
experimentos independientes. Todos ellos mostraron patrones cromatograficos como
el que muestra la Figura V.6. Alli puede observarse que mientras el EPS de la cepa
salvaje present6é una composicion similar a la obtenida en el capitulo 1, el de las cepas
mutantes careci6é de acido galacturdnico y de cualquier otra hexosa con caracteristicas
acidas. A partir de aqui, todos los ensayos, a menos que se indique lo contrario, se
hicieron con la cepa LP 3010. Esto se corroboré ademés por andlisis electroforéticos de
los EPS en geles de poliacrilamida en los cuéles los polisacaridos de las cepas mutantes
no mostraron la capacidad migratoria tipica de los polisacaridos de la cepa salvaje
(datos no mostrados).

En paralelo, un anélisis de masa realizado calculando el area bajo las curvas que
representan a cada una de las hexosas, mostr6 que las cepas mutantes fueron
incapaces de agregar otro aztcar en lugar del acido galacturénico, atn cuando el
mismo tiene una localizacién en el eje central de las unidades pentaméricas del
exopolisacarido (Mort y Bauer, 1982, pag tal de la intro). La relacion en moles

calculada y esperada de cada una de estas hexosas se muestra en la tabla V.2,
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Figura V.6 Perfiles cromatograficos de EPS hidrolizados con acido trifluoroacético
de B. japonicum USDA 110 (paneles izquierdos) y LP 3010 (paneles derechos)
donde se muestran los aziicares neutros (paneles superiores) y dcidos (paneles

inferiores)

Tabla V.1 Relaciéon molar de las hexosas que forman los EPS de B. japonicum
USDA 110 y LP 3010 deducidas de los cromatogramas obtenidos por HPAEC.

cepa

azucar
USDA 110 LP 3010
glucosa 5,2 () 5,9 (6)
galactosa 2,6 (3) 2,9(3)
acido galacturonico 3,5 (3) 0,1 (0)
manosa 1,0 (1) 0,8 (1)

Entre paréntesis se indica el numero entero mas

cercano al valor esperado.
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Asi, se podria inferir que la estructura del EPS de la cepa mutante LP 3010 muestra
una arquitectura como la que se muestra en la Figura V.7, en donde ahora la manosa
se une a glucosa a ambos lados debido a la ausencia de 4cido galacturénico.
Posiblemente una de estas uniones sea tipo 8 debido a que la tinica glicanasa putativa
que posee B. japonicum USDA 110 es de tipo 1,3-1,4-beta-glicanasa (codificadas por el
gen blr1364) y que en S. meliloti s6lo reconocen este tipo de unién y no otro
(Glucksmann et al., 1997; York y Walker, 1997). En esta dltima especie, este tipo de
enzima es imprescindible para clivar los polisaciridos de alto peso molecular (HMW)
en polisacaridos de bajo peso molecular (LMW) activos en los procesos de simbiosis
(Battisti et al., 1992; Urzainqui y Walker, 1992).

Por otro lado, los genes paralogos a los reemplazados en la mutagénesis por el gen de
resistencia a Km (blr2382 y blr2383) o por lo menos el primero, codificante de la enzima
encargada de epimerizar el 4cido glucurénico a dcido galacturénico, no posee

a a a
—(3Glc1 — 3Glc1 —B—> 3GalA1)}—> 3Man1—
6

A C‘T

1
Gal 3

o a B?
— (3Glc1 — 3Glc1 3Man1—
6

B GT

1
Gal 3

Figura V.7 Posible estructura de la unidad repetitiva del EPS de B japonicum
USDA 110 (A) y LP 3010 (B). Por cada tres unidades de las hexosas entre
paréntesis existe una manosa.

Abreviaturas: Glc: glucosa, Gal: galactosa; GalA: 4cido galacturénico, Man:

manosa.
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actividad en B. japonicum o que dicha enzima no estd involucrada en la sintesis de EPS
debido a que en la cepa mutante LP 3010 y sus clones LP 3011 y LP 3012 no se detectan
o se detectan trazas de acido galacturénico en la hidrélisis de los mismos.

Debido a la posibilidad de que las cepas mutantes también muestren una alteracién en
otra molécula simbidticamente activa como lo es el LPS, se obtuvieron dichos
polimeros del sedimento de cultivos bacterianos crecidos en fase exponencial
mediante el método fenol-agua (Westphal y Jann, 1965) ligeramente modificado (véase
Materiales y métodos). Similarmente a datos previos, el LPS de estas cepas se situd
tanto en la fase acuosa como en la fenélica (Puvanesarajah et al., 1987; Carrion et al.,
1990). Los pertiles obtenidos por el método fenol-agua se muestran en la Figura V.8, y
son consistentes con perfiles de LPS obtenidos de B. japonicum USDA 110 mostrando
dos regiones, una con mdaltiples bandas de menor movilidad (LPS I) y otra con tres
bandas de mayor movilidad (LPS II) (Carrion et al., 1990).

Asi, la mutacién de los genes blr2382 y blr2383 no tuvo influencias en los perfiles de
LPS, los cuales no mostraron diferencias en el bandeado entre la cepa salvaje y la
mutante. Este resultado era previsible, dado que B. japonicum USDA 110 no posee
acidos urénicos en su LPS mientras que si los presenta en el EPS (Puvanesarajah et al.,

1987; Carrion et al., 1990).
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LPS |

LPS II

Figura V.8 OGDS-PAGE de LPS
obtenidos del sedimento de cultivos
liquidos de B japonicurn USDA 110
(calle 1) y LP 3010 (calle 2).

V. 6 La cepa LP 3010 revierte su fenotipo cuando lleva el plasmido con los genes

salvajes ugdH 'y IspL

Como se comento en la pagina XX, la cepa mutante LP 3010 fue complementada con el
plasmido pBBRIMCSS llevando los genes ugdH y IspL salvajes. Los EPS excretados en
el sobrenadante de cultivo fueron aislados como se describi6 para las cepas mutantes y
salvajes (véase seccion V.4) y analizados a través de HPAEC. En la Figura V.9 se
muestran los cromatogramas obtenidos para aquellos aztcares neutros (panel A) y
acidos (panel B). Estos perfiles fueron similares a los perfiles de la cepa salvaje (Figura

V.6, paneles izquierdos) siendo los niveles de dcido galacturénico equivalentes.
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Figura V.9 Perfiles cromatogréficos de EPS hidrolizados con acido trifluoroacético
de B. japonicum LP 3010 complementada en trans con los genes salvajes blr2382 y
blr2383 donde se muestran los azticares neutros (panel izquierdo) y acidos (panel

derecho)

Sin embargo, luego de la sefal de acido galacturonico, es decir, a tiempos de retencion
mayores, hubo una pequefia sehal de un compuesto que no pudimos determinar y que

creemos, resulta de la metilacién del mismo.

V.7 La cepa LP 3010 no tiene alterada su capacidad de formar biofilms

Con el propésito de correlacionar la baja produccién de EPS de la cepa LP 3010 con la
capacidad para formar biofilms, se cuantifico la cantidad de los mismos en placas
multipocillo de poliestireno segtin el método desarrollado por Fujishige (2006) ya
empleado en esta Tesis para otros mutantes (véase Capitulo IV, pagina tal). Luego de
inocular en las placas multipocillo, se cuantifico el biofilm a diferentes tiempos. Los
resultados se muestran en la Figura V.10, que representa uno de los experimentos de

los dos que se hicieron y que arrojaron similares resultados.
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Figura V.10 Produccién de biofilms en funcién del tiempo por las cepas de B.
japonicum USDA 110 (barras grises) y LP 3010 (barras blancas) crecidas en el medio
de Gotz con manitol como tnica fuente de C. Las barras negras representan el
mismo medio de Gotz sin adicion de bacterias. Las barras representan la media de
cuatro repeticiones y las barras de error corresponden al desvio estandar entre las

mismas.

De la Figura V.10 pueden desprenderse dos conclusiones, a saber: a- no hubo
diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la cantidad de biofilm formado
por las cepas USDA 110 y LP 3010 a lo largo de los dias ensayados b- ambas cepas
lograron formar cantidades considerables de biofilm. Particularmente este dltimo
punto resulta de relevancia, ya que se esperaba que una menor sintesis de EPS (Figura
V.5) resulte en una menor biomasa de biofilm, ya que estos polisacdridos constituyen
alrededor del 95 % de su masa total (cita). Sin embargo, la ausencia de carga negativa
en el EPS de la cepa mutante tal vez interfiera en la unién de las bacterias a la
superficie de poliestireno debido a su caracteristica fuertemente hidrofébica. Mas

estudios seran necesarios para conocer el inicio y el desarrollo del biofilm en esta
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mutante trabajando con otras técnicas tales como microscopia confocal para observar

dinamicamente la estructura de los mismos.

V.8 Andlisis simbidticos

Es ampliamente conocido el rol que juegan los exopolisacaridos en la simbiosis
rizobio-leguminosa. Mucho de lo que hoy se sabe, sin embargo, ha derivado de
estudios realizados en el par simbiético modelo S. meliloti-alfalfa (Fraysee et al., 2003;
Skorupska et al, 2006). En cuanto a la simbiosis B. japonicum-soja, existen pocos
estudios sobre la importancia de los EPS (Parniske et al., 1993; Becker et al., 1998) que
se han llevado a cabo mediante el andlisis de mutaciones a través de la insercion de
transposones (particularmente Tn5). Nosotros vamos a referirnos en los parrafos
siguientes al estudio de los mutantes de B. japonicum USDA 110 incapaces de agregar
acido galacturonico en su EPS en relacion con dos especies de plantas de soja, a saber,

G. maxy G. soja.

V.8.1 Infectividad

Para comenzar a caracterizar el efecto de estas mutaciones sobre las etapas de
infeccion y nodulacién en plantas de soja, decidimos realizar estudios de infectividad
(Bhuvaneswari et al,, 1980). La cepa mutante LP 3010 y la parental USDA 110 se
crecieron en el medio de Gotz con manitol como tnica fuente de C hasta fase de

crecimiento exponencial y se inocularon en plantas de soja con una concentracion de

120



Capitulo V Tesis Doctoral Juan Ignacio Quelas

aproximadamente 5x10° y 5x105 UFC.ml!. Estos ensayos se realizaron en bolsas
plasticas de crecimiento (ver materiales y métodos) con 30 plantas por condicién y en
dos oportunidades diferentes, obteniéndose resultados similares en ambas. En la

Figura V.10 se muestra uno de ellos como representativo.

De los gréficos de la Figura V.10 puede desprenderse que se observa un aumento de
infectividad independientemente de la cepa pero dependiente del tamafio del in6culo
inicial en donde los nédulos se sittian alrededor de las zonas infectables al momento
de la inoculacion (esto es, cercanos a 0, paneles C y D). Sin embargo, en
concentraciones de inoculos bajos (del orden de 10° UFC.ml!, paneles A y B) la cepa
USDA 110 fue mas infectiva que la cepa mutante, cuyos nodulos tuvieron una fuerte
dispersién hacia zonas por debajo de la PR (ntimeros negativos, panel B). Esto se puso
de manifiesto ademas en que las medidas de la distancia del nédulo mas alto a PR
fueron de -1,77 para la cepa salvaje y de -2,34 para la mutante, mientras que para
in6culos altos (del orden de 10° UFC.ml!) las medidas fueron de +0,12 y -0,20

respectivamente.
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Figura V.10 Infectividad de B. japonicum USDA 110 (barras grises, paneles A y
C) y LP 3010 (barras blancas, paneles B y D) en dos concentraciones, como se
indica a la derecha. Los valores negativos indican distancias relativas de
nodulos situados en regiones de la rajz ausentes al momento de la inoculacién

(debajo de la punta de la raiz).
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Paralelamente, el niumero total de noédulos inducidos por la cepa parental fue de 250
mientras que la mutante s6lo produjo 128, esto es, un 51,2 % menos.

Los ensayos de infectividad en bolsas plasticas de crecimiento también mostraron que
la cepa mutante produjo una menor cantidad de nédulos en la raiz primaria de cada
planta nodulada con respecto a la parental (Figura V.11), siendo el namero de noédulos
promedio de 2,58 + 0,28 y 2,65 + 0,31 para el caso de la mutante y 3,53 + 0,33 y 4,90 +
0,49 para la salvaje, con in6culos bajos y altos respectivamente. Mientras que con
USDA 110 aument6 el namero de nédulos a medida que se inocularon mas bacterias,
con LP 3010 el namero de nédulos sobre la raiz principal se mantuvo casi constante
(Figura V.11). El namero de nodulos por planta alcanzé los valores de la cepa salvaje
cuando el mutante fue complementado con el plasmido conteniendo los dos genes

salvajes (datos no mostrados).

10

nodulos.planta’!

2 E\ﬁ\é—"’é
104 108 108 107

concentracion del inéculo

Figura V.11 Promedio del namero de nodulos en raiz primaria por
planta total ocupados por USDA 110 (rombos) y LP 3010 (triangulos)
en funcién del inoculo bacteriano inicial.
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Por altimo, la Figura V.12 muestra la distribucion de frecuencias en funciéon del
namero de nodulos por planta. Alli se observa la notable diferencia entre la cepa
parental y la mutante debido a que la primera fue capaz de inducir mas de 3 nédulos
por planta en un 74,5% de los casos, mientras que este porcentaje fue de 13,5% para la

cepa mutante.

30
25
20
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% de frecuencias de nédulos

0 2 4 6 8 10 12 14
numero de noédulos

Figura V.12 Distribucién de frecuencias de nodulos en
funcién del nimero de nédulos por planta. La linea que une
los puntos representa la media moévil

V.8.2 Estudios de competicion para la nodulacion

El hecho de que la cepa mutante posea escasa cantidad de nodulos por planta nos
plante6 la posibilidad de que tal vez posea una capacidad disminuida para la
competiciéon para la nodulacion. Asi, para determinar si la deficiencia en el EPS se
corresponde con una disminucién en la competicion para la formacién de nodulos, se
coinocularon rizobios mutantes y salvajes en macetas que contenian plantulas de soja
y posteriormente, se cuantifico el grado en que cada cepa ocup6 los nodulos. Para

distinguir de qué tratamiento provenian los rizobios ocupantes de cada nodulo, se

124



Capitulo V Tesis Doctoral Juan Ignacio Quelas

utiliz6 la resistencia a antibioticos. Dichas cepas fueron USDA 110 (sin resistencia) y
LP 3010 (SmrSpcr). Sin embargo, es de destacar que en este caso en particular, no pudo
establecerse el porcentaje de doble ocupacién debido a la imposibilidad de diferenciar
la cepa salvaje de la mutante en cajas sin agregado del antibiotico selectivo. A pesar de
ello, en los resultados mostrados a continuacidon se vera que como maximo, este
porcentaje fue de 10% para el caso de la cepa mutante.

Para realizar estos ensayos se prepararon mezclas de los rizobios competidores
provenientes de cultivos de 7 dias en G6tz con manitol como tnica fuente de C. Los
rizobios se suspendieron en el medio mineral de Fahraeus, se mezclaron en
proporcion 1:1 y se distribuyeron en forma homogénea en macetas conteniendo
vermiculita estéril (ver materiales y métodos). La concentraciéon elegida fue de

alrededor de 5x10-5 UFC.ml"! para cada cepa competidora.

Tabla V.2 Porcentaje de ocupacion de nodulos de la cepa LP 3010 frente a la
cepa USDA 110 de plantas de soja crecidas en macetas con vermiculita

UFC.ml"" inoculados % ocupacion de nodulos  hsdulos nodulos.
USDA 110 LP 3010 USDA 110 LP 3010 totales planta”
1,23 x 108 1,85 x 108 89,6 10,4 331 26,6 +64
123 x 10° - 100 - 102 34,0£2,6

- 1,85 x 10° S 100 73 243+23

— — 0 0 0 0

Los porcentajes de ocupacién se determinaron por plagueo en YEM-agar de homogenatos de
nodulos con resistencia a Sm y Spc (LP 3010) o sin resistencia (USDA 110). La ocupacién de
nodulos fue significativamente diferente (p<0,05) entre las dos cepas. Debido a la
imposibilidad de diferenciar ambas cepas en cajas sin antibiotico, no se pudieron establecer

los eventos de doble ocupacion.
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Los estudios de competicién para la nodulacién no se llevaron a cabo con la cepa LP
3010 complementada en trans debido a que estudios previos en nuestro laboratorio
indicaron que la modificaciéon del metabolismo bacteriano por introduccion de ADN
plasmidico dificulta la correcta interpretacion de los resultados si no se cuenta con

cepas isogénicas (Mongiardini ef al., enviado).

V.8.3 Ultraestructura de los nodulos invadidos por la cepa mutante LP 3010

Con el objetivo de observar si la mutacion en el EPS causaba algtin tipo de deterioro en
la estructura de los nodulos de soja, éstos fueron seccionados transversalmente, fijados
y tefiidos para su posterior visualizacién al microscopio éptico y electronico. A través
de una primera inspeccién al microscopio 6ptico, pudimos observar que la morfologia
de los nédulos era normal, con numerosas células vegetales infectadas en el tejido
central. Sin embargo, se evidenciaron los tipicos sintomas que desencadenan mutantes
de EPS en B. japonicum como una acentuada vacuolizacion de las células vegetales
infectadas, particularmente localizadas en la periferia del ntcleo (Figura V.13, B) y la
presencia de paredes mds engrosadas con respecto a los nodulos infectados por la cepa
salvaje en las células corticales mas externas (Figura V.13, A) (Parniske et al., 1994;

Eggleston et al., 1996).
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Figura V.13 Micrografias de cortes transversales de nodulos de G. max inducidos
por las cepas LP 3010 (A y B) y USDA 110 (C y D). Las imagenes A y C fueron
tomadas con 400 aumentos y las imagenes B y D con 1000 aumentos. En los paneles
B y D se marca el nicleo de una célula vegetal infectada (n) que en B esta rodeado

de vacuolas.
Abreviaturas: cce: célula cortical externa, ci: célula vegetal infectada, cni: célula

vegetal no infectada, hv: haz vascular.
Un analisis méas profundo de la ultraestructura de los simbiosomas, evidencié una
marcada disgregacion de la membrana peribacteroidal (MPB), resultando en
simbiosomas formados por multiples bacteroides -probablemente resultado de la

fusién de varios simbiosomas a nivel de la MPB-(Fedorova et al., 1999) (Figura V.14).
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Figura V.14 Micrografias de secciones transversales de nodulos infectados por
B. japonicum LP 3010 (A) y USDA 110 (B) vistas al microscopio electrénico de
transmision a 12.000 aumentos. Los asteriscos en A marcan las zonas entre
diferentes simbiosomas donde la membrana peribacteroidal (mpb) esta

parcialmente degradada, resultando en simbiosomas miltiples . b: bacteroide.
Como se detalld en la Figura V.4, la cepa LP 3010 se complement6 con el plasmido
pBBRIMCS2 llevando los genes ugdH y IspL salvajes. Esta cepa complementada fue
crecida en las mismas condiciones que los ensayos anteriores y posteriormente fue

inoculada en plantas de soja a razén de 108 UFC.ml sobre la raiz. Las plantas se
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incubaron 60 dias en invernaculo y luego se seccionaron los nodulos para
posteriormente fijarlos con la misma metodologia utilizada en la seccién precedente.
En la figura V.14 se muestra una micrografia en donde puede observarse que la cepa

LP 3010 complementada fue capaz de revertir el fenotipo observado en la mutante.

Figura V.14 Micrografia de una seccion transversal de nodulo infectado por B.
japonicum LP 3010 complementada con el plasmido plQ15 llevando los genes
salvajes ugdH y IspL (12.000 aumentos). Abreviaturas: b: bacteroide, mpb:

membrana peribacteroidal.
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V.8.4 Las cepas mutantes no tienen alterada la capacidad de fijar N2 atmosférico

La escasa infectividad mostrada por la cepa mutante LP 3010, pero sobre todo el bajo
potencial de nodulacion que mostré en plantas de soja en bolsas plasticas, nos hizo
pensar que tal vez este fenotipo tenga influencia en la fijacién biolégica de Na.

Con el propésito de dilucidar este aspecto, disefiamos un experimento en el cual se
inocularon plantines de soja (G. max) con la cepa salvaje USDA 110 y con la mutante
LP 3010. Se inoculo 1 ml por planta (9x108 bacterias) directamente sobre la raiz
principal dispuestas en macetas conteniendo vermiculita estéril como sustrato (en
ambos casos provinieron de cultivos liquidos en Gotz-manitol en fase exponencial de
crecimiento). Este ensayo se repitid en tres oportunidades diferentes, también
incorporando las mutantes LP 3011 y LP 3012, dando similares resultados. A
continuacion se muestra uno de los ensayos (Tabla V.3). La diferencia del peso seco
entre el control sin inocular y aquellos inoculados con las cepas salvaje y mutante

resultaron estadisticamente significativas.

Tabla V.3 Promedio del peso seco de la parte aérea (tallo y hojas) y del ntimero de
nodulos por planta de plantas de soja con 63 dias inoculadas con USDA 110, LP 3010 e
inoculada con Fahraeus como control negativo (sin inocular)

nimero de color de nodulos. peso sSeco

cepa plantas hojas planta'+ DE (g. planta') + DE
sin inocular 5 amaritlo — 0,69 + 0,03
USDA 110 18 verde 34,33+£1,33 1,05 + 0,08
LP 3010 60 verde 25,66 £ 1,45 1,04 £ 0,04

DE: desvio estandar de la media
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Las plantas fueron cosechadas luego de 63 dias en invernaculo, determinandose
posteriormente el peso seco de la parte aérea (tallo y hojas) como una medida de la
fijacion biolégica de nitrégeno. Todas las plantas inoculadas con la cepa mutante
fueron indistinguibles de las inoculadas con la cepa salvaje a juzgar por el color de sus
hojas, y, como se ve en la tabla V.3, también por el peso seco.

En estos ensayos donde las plantas se colocaron en macetas con vermiculita, si bien la
cepa mutante nodulo alrededor de un 25% menos, el nimero de nodulos por planta
fue mayor que para el ensayo en bolsas plasticas de crecimiento y particularmente los
nodulos invadidos por la cepa mutante presentaron un tamafo mayor que aquellos
ocupados por la cepa salvaje. Cabe notar aqui que esta disminucién del 25% en la
cantidad de nodulos por planta no se capitaliz6 en una merma de biomasa por parte

de aquellas plantas de soja invadidas por la cepa mutante (Tabla V.3).

Resumen

En este Capitulo se caracterizé una cepa de B. japonicum incapaz de sintetizar EPS con
carga por la ausencia de acido galacturénico. Esta incapacidad se tradujo en una
disminucion de las cantidades de EPS exportadas al medio de cultivo que finalmente
resultd en una baja infectividad en plantas de soja con respecto a la cepa salvaje. La
mutacion no afect6 la capacidad de infectar nédulos en plantas de soja (G max y G.
soja). Estos nodulos, externamente similares a los inducidos por la cepa salvaje,
mostraron una disgregacion de la membrana peribacteroidal probablemente traducida

en la fusidén de diferentes simbiosomas en una tnica estructura. Esta alteracién sin
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embargo, no se tradujo en una menor tasa de fijacién de N> a juzgar por medidas de
peso seco de la parte aérea con respecto a la cepa salvaje.

El gen blr 2382 llamado IspL probablemente se encuentre anotado de manera errénea
en las bases de datos. Nosotros creemos que esta anotacion quiza haga referencia a su
alta similitud de secuencia nucleotidica y aminoacidica con los genes implicados en la
sintesis de LPS en otras especies de rizobios que si tienen aztcares dcidos en su
estructura (Kereszt et al., 1995) los cuales se llaman IpsL y no IspL tanto en S. meliloti
como en R. etli. Estos genes IpsL que codifican UDP-4cido galacturdnico epimerasas a
su vez, tienen alta similitud con genes implicados en la sintesis de polisacaridos
capsulares (CPS o KPS) de bacterias no emparentadas como Staphylococcus aureus (Lin
et al., 1994) y Streptococcus pneumoniae (Munoz et al., 1997). Asi, la nomenclatura trivial
de los genes nombrados por abreviaturas (gene symbol en las bases de datos), como es
el caso de los implicados en el metabolismo de los UDP-azucares, tienden a confusion
sobre sus posibles funciones dentro de las vias de sintesis de los diferentes
polisacaridos en las bacterias.

Para evitar estas confusiones, en este trabajo de Tesis se propone el nombre de galAEp

para el gen blr2382 de B. japonicum USDA 110.
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VI.1 Introduccién

Como se observo en el capitulo III, AP22 fue menos infectiva en plantas de soja que
USDA 110 (Parniske et al., 1993; Quelas et al., 2006). En este punto nosotros no
sabfamos si este defecto era consecuencia de que el EPS carecia de galactosa debido a
la delecion parcial del gen exoB o que el EPS producido era de cadena corta debido al
posible efecto que causarian las mutaciones de los genes exoP y exoT (Becker et al., 1993
y 1995). En este sentido, estudios anteriores indicaron que el tamafio del EPS
producido por AP22 es consistente con una tnica unidad repetitiva (Becker et al.,
1998). Generalmente en los rizobios los EPS constan de dos fracciones, una de alto
peso molecular (HMW, por high molecular weigth) y una de bajo peso molecular (LMW,
por low molecular weigth) que incluso en S. ineliloti tienen vias de sintesis separadas
(Gonzalez et al., 1998). Varias evidencias sugieren que en B. japonicum y otros rizobios
las formas simbioticamente activas del EPS son formas LMW a las cuales llamaron
EOS (por exooligosacaridos) (Battisti et al., 1992; Urzainqui y Walker, 1992; Gonzalez
et al., 1996a, b). Adicionalmente, S. meliloti puede modular la sintesis de EPS HMW en
respuesta a factores ambientales (Breedveld et al., 1990). Los EOS provendrian de la
accion de glicanasas sobre los EPS y/o de una pobre polimerizacion de las unidades
repetitivas, dando formas con una, dos, tres o cuatro unidades, todas ellas
simbioticamente activas (York y Walker, 1997). La dimerizacion y trimerizacion de las
unidades repetitivas del succinoglucano I en S. meliloti es controlada por el gen exoT
(Louch y Miller, 2001) y asi, la delecion de éste en AP22 podria explicar que el EPS

producido por esta cepa consiste en una sola unidad (Becker et al., 1998) si uno supone
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que estos genes son homologos y cumplen la misma funcion en estas dos especies de
rizobios. Alternativamente, la polimerizacion de las unidades repetitivas podria
interrumpirse debido a la ausencia de galactosa, independientemente de exoT. La
delecion en AP22 también incluye la porcion C-terminal de exoP, el cual compromete
el dominio citoplasmatico de la proteina que codifica. Por otro lado, si bien esta
delecion, que abarca los genes exoP, exoT y exoB en AP22, puede tener influencia sobre
la polimerizacion del EPS (Niemeyer y Becker, 2001), las cepas mutantes de B.
japonicum AP9 y AP23, las cuales presentan una insercion en la misma porcion C-
terminal de exoP como en AP22 pero sin defectos en exoT y exoB, tienen un fenotipo
similar a la cepa salvaje en cuanto a las propiedades de su EPS y sus caracteristicas
simbioticas (Becker et al., 1998).

Debido a que el fenotipo observado previamente por nosotros en AP22 no se podia
atribuir a un tnico gen, decidimos construir mutantes sitio-especificos de B. japonicum
USDA 110 en el gen exoB (anotado como blr7578) para corroborar si las propiedades
simbidticas de la cepa AP22 se debian solo a la ausencia de este gen o si los genes exoT

y exoP tenian algun tipo de influencia.
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V.2 Construccion de las cepas de B. japonicum LP 3013 y LP 3017 mutantes en el gen

exoB

La estrategia utilizada para la construccion de B japonicum mutantes en el gen exoB fue
similar a la realizada por Becker et al. (1998) en el mutante AP22, en la cual se
aprovecho el mismo sitio de corte con la enzima de restriccion Pstl situada en el gen
exoB para la insercién de un cassette de resistencia a antibiotico (Figura VL.1).

Brevemente, el procedimiento consistio en la amplificacién de un fragmento interno al
gen de 683 pares de bases (Figura VL2, gel a) y su ligacion en el plasmido
pG18mobLK digerido con Smal, originando el plasmido plQO05 (Figura VIL.2, gel b).
Posteriormente, se liberd el gen de resistencia a kanamicina del plasmido pUC-4K
digerido con Pstl (Figura V1.2, gel c) y se lig6 en el vector pIQ05 tambien digerido con
Pstl. Asi, se construyo el vector pIQ06 que se corroboré por PCR utilizando mezclas
de cebadores que amplifiquen por fuera del vector y por dentro del gen de resistencia
al antibiotico (Figura V12, gel d) y también por digestion con las enzimas de

restriccion EcoRI y Clal por una lado y HindIIl y Kpnl por otro (Figura V.2, gel e).

0 5 10
P
1 L. ; kb

D D\ gxoPJexoT){excf>D - ==
e < <€ |
e AP22
a.\;{ exoB-

Figura VI.1 Cluster de genes asociados a funciones en la sintesis de EPS en B.

japonicuni (cajas amarillas). El corchete superior marca la amplitud de la delecion
en AP22, el corchete inferior marca el sitio donde nosotros realizamos la insercion
del gen de resistencia a kanamicina (en ambos corchetes, indicado por flechas
negras). La bandera sefiala el posible promotor del gen exoB inferido por el
programa Promoter Finder. P: sitios de 1:11 fgzima de restriccion Pstl.
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Figura V1.2 Estrategia de clonado y subclonado de un fragmento interno al gen exoB y
del cassette de resistencia a kanamicina en el vector pG18moblLK suicida en rizobios.
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Posteriormente, el vector pIQ06 llevado por la cepa de E. coli DH5a fue transferido a
las cepas de B. japonicum USDA 110 y LP 3010 por conjugacion triparental utilizando
la cepa de E. coli llevando el plasmido pRK2013 como asistente (Figura V.3). Una vez
crecidos los transconjugantes, se seleccionaron aquellas colonias que hayan
recombinado de manera doble homologa siendo resistentes a Km (para USDA 110) o
Km, Sm y Spc (para LP 3010) y en ambos casos sensibles a Gm. El genotipo fue
confirmado por PCR utilizando cebadores que amplifiquen por dentro y por fuera del
gen exoB para confirmar que el evento de doble recombinacion homologa haya
ocurrido en el lugar deseado (Figura VL3, gel a). Asi, se seleccionaron 4 clones de
USDA 110 exoB- (denominados LP 3013, LP 3014, LP 3015 y LP 3016) y dos clones LP
3010 exoB- (denominados LP 3017 y LP 3018). En la Figura VI.3 se muestra el chequeo
de algunos de estos clones.

Por otro lado, para complementar estos mutantes, amplificamos el gen exoB entero con
su posible promotor (Figura VI.1) por PCR con Pfx (Figura V1.4, gel a). Este fragmento
de 1172 pares de bases fue ligado en el plasmido pBBRIMCS5 digerido con EcoRV
originando el plasmido plQO07. Esta construccién fue chequeada por PCR con
cebadores especificos como lo muestra la Figura V1.4, gel b. Una vez corroborada
dicha construccion, se digirié con las enzimas Xbal y BglIIl para liberar el fragmento de
interés y ligarlo en el plasmido pCB303 digerido con Xbal y BamHI (Figura VI, gel c),

dando origen al plasmido plQO08.
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Figura V1.3 Construccion de los mutantes delecionales de USDA 110 y LP 3010 en
el gen exoB y verificacion de la delecion por PCR.

A la izquierda de los geles se muestra el ADN del fago A digerido con Hindlll y a la
derecha el peso molecular de los fragmentos de interés.
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Figura V1.4 Construccién del plasmido pIQ08 llevando el gen exoB.

A la izquierda de los geles se muestra el ADN del fago A digerido con Hindlll y a la
derecha el peso molecular de los fragmentos de interés.

Enzimas de restriccién: B: BamHI, Bg: Bglll, E: EcoRl, H: Hindlll, P: Pstl, S: Smal, X:
Xbal.
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Por altimo, el plasmido pIQO8 fue transferido a las cepas mutantes LP 3013 y LP 3017
por conjugacion triparental usando el plasmido pRK2013 como asistente y los
transconjugantes seleccionados por su resistencia a Tc (llevada por el plasmido) y Km
(para la cepa LP 3013) o Sm, Spc y Km (para la cepa LP 3017) (Figura VI.5). Las cepas
complementadas fueron crecidas en cajas YEM-agar adicionadas con X-P o X-gal para
chequear la orientacion del gen y la funcionalidad de su propio promotor. Asi, como
era de esperar, los repiques en X-P dieron coloracién azul (dada por el gen phoA,

Figura V1.4) mientras los repiques en X-gal no dieron coloracion.
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Figura VL5 Chequeo e introduccion del plasmido pIQO8 a las cepas LP 3013 y LP
3017. Los geles muestran digestiones del pldsmido pIQ08 aislado de cultivos de B.
japonicum.
A la izquierda de los geles se muestra el ADN del fago A digerido con HindIll y a la
derecha el peso molecular de los fragmentos de interés.
Enzimas de restriccion: P: Pstl, S: Sall, X: Xbal.
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En todos los casos, las cepas mutantes complementadas, a diferencia de las parentales,
presentaron color blanquecino y apariencia mucoide en cajas YEM-agar, confirmando
indirectamente la expresion del gen exoB llevado por el plasmido. En este sentido, el
plasmido pCB303 sin el inserto también fue introducido en la cepa mutante LP 3013 y
en AP22 y en ninguno de los casos se observo cambio de color ni cambios en la
morfologia de las colonias (datos no mostrados).

La identidad de las cepas se corroboré también por PCR con cebadores BoxAR-1 para
obtener la huella digital de ADN (fingerprint) para chequear que los transconjugantes
seleccionados no provinieran de una posible contaminacién, no encontrandose

diferencias en el bandeado entre las cepas salvajes y mutantes (datos no mostrados).

V.3 Los EPS de las cepas LP 3013 y LP 3017 no presentan galactosa en su estructura y

los perfiles de sus LPS son similares al de la cepa salvaje

Con el objetivo de caracterizar los EPS producidos por las cepas mutantes construidas,
las mismas se crecieron en el medio de G6tz manitol hasta fase exponencial (7 dias) y
se analiz6 por HPAEC el EPS liberado al sobrenadante. En la Figura VL.6 se muestran
los cromatogramas de los azticares neutros y acidos de las cepas USDA 110, LP 3013 y
LP 3017. Alli puede observarse que las cepas mutantes en el gen exoB no son capaces
de agregar galactosa en su EPS (Figura V1.6 B y C), similarmente a 1o que ocurri6 en
AP22 (véase Figura I11.4 B del capitulo III). En paralelo, como ya se habia demostrado,
la doble mutante LP 3017 ademas fue incapaz de agregar acido galacturénico (véase

Figura V.6 del Capitulo V).
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Figura VL6 Perfiles cromatograficos de EPS purificados de B. japonicum
hidrolizados con acido trifluoroacético en condiciones neutras (paneles izquierdos)
y é4cidas (paneles derechos) A: USDA 110, B: LP 3013, C: LP 3017, D: LP 3013
complementada.

gal: galactosa, glc: glucosa, man: manosa, galA: acido galacturénico.
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Sin embargo, los primeros analisis de los cromatogramas de la mutante LP 3013
mostraron una amplia sefial a tiempos de retencion similares a galactosa, mientras las
sefiales de glucosa y manosa fueron muy pobres (no mostrado). Esta sefial amplia fue
desplazada hacia glucosa cuando los EPS fueron tratados previamente con met6xido
de sodio (y esto ocurri6 solo en el mutante LP 3013), lo que indicé que la sefial amplia
a tiempos similares a galactosa era glucosa acetilada. En estos ensayos de EPS tratados
con metoxido de sodio, se evaluaron los EPS de la cepa salvaje y controles con
galactosa libre, no observdndose en ninguno de estos casos desplazamientos que
indiquen acetilaciones. Las acetilaciones y/o metilaciones en la estructura de los EPS
hasta ahora fueron reportadas para los azticares galactosa y acido galacturonico (Mort
y Bauer, 1980) pero nunca en residuos de glucosa (lo que si sucede en los EPSI y EPSII
de S. meliloti). El hecho de encontrar glucosa acetilada en la cepa mutante LP 3013 tal
vez se deba a que al no poder incluir galactosa en la estructura del EPS, la enzima
transferasa responsable de agregar los grupos acetilo coloque este residuo sobre la
glucosa.

La cepa LP 3013 complementada con el gen exoB presenté una composicion similar a
la cepa salvaje, sin presentar acetilaciones (Figura V1.6, B). Cabe destacar aqui que en
LP 3013, el gen exoT que se ubica rio arriba del gen exoB es funcional y podria estar
codificando para la enzima responsable de estas acetilaciones. Dicho gen no esta
presente en la cepa AP22 y quiza sea por ello que esta mutante no presente este
fenotipo.

Por otro lado, el EPS sintetizado por la cepa doble mutante LP 3017 no present¢é estas

acetilaciones caracteristicas y mostré el doble de manosa que la cepa salvaje, quiza
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reemplazando esta hexosa por la imposibilidad de colocar galactosa y/o acido
galacturonico (Figura V1.6, C).

En condiciones acidas, la presencia de una segunda senal a tiempos de retencion
mayores que el acido galacturénico (aproximadamente 15,5 minutos), se visualizaron
en los EPS de las cepas LP 3013 (menor que la del acido galacturénico, Figura V1.6, B)
y la cepa LP 3013 complementada con el gen exoB (en este caso mayor que la sefal de
acido galacturénico, Figura VL6, D).

Nosotros no pudimos determinar de qué se trataba esta sefial, que fue inmutable al
tratamiento con metdxido. Sin embargo, en algunas oportunidades, pudimos observar
esta misma sefial en los EPS de las cepas USDA 110 (como lo muestra la Figura VL6,
A) y AP22, por lo que se trataria de acido galaturénico modificado, tal vez metilado.
En paralelo con la determinacion de los aztcares constituyentes del EPS de estas
cepas, también aislamos y determinamos el perfil de bandas del LPS para confirmar
que la delecion del gen exoB no influyera en este polisacérido. En ninguno de los casos
pudimos observar diferencias en cuanto al patrén del bandeado de los LPS en geles de
poliacrilamida (Figura V1.7). Esto era esperable, ya que, como dijimos, el LPS de B.
japonicum no presenta galactosa ni dcidos urénicos en su estructura (Carrion et al.,

1990).
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LPS |

LPS Il

Figura V1.7 SDS-PAGE de LPS obtenidos de
cultivos liquidos de B japonicum USDA 110
(calle 1), LP 3013 (calle 2) y LP 3017 (calle 3).

Cuando se seleccionaron las colonias transconjugantes en cajas YEM-agar
suplementadas con rojo congo, se observé que tanto la cepa LP 3013 como LP 3017
fueron de coloracién rojiza y no mucosas (“secas”) en relacion con la cepa salvaje
USDA 110 y la mutante LP 3010 (Capitulo V). Posteriores repiques corroboraron este
fenotipo, similar al observado en la AP22 (Figura V1.8). Cuando a estas cepas “secas”
se les incorpord el plasmido PCB303 llevando el gen exoB completo, las colonias
revirtieron el fenotipo mucoso (datos no mostrados).

Las cantidades de EPS sintetizadas por los mutantes LP 3013 y LP 3017 crecidas en el
medio de Gotz y cosechados en fase exponencial (7 dias) fueron significativamente

menores con respecto a la cepa salvaje (Figura V.9).
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Figura VI.8 Caja YEM-agar suplementada con rojo congo, donde se
muestra el fenotipo mucoso de las cepas USDA 110 y LP3010 en
comparacion con el fenotipo “seco” de las mutantes LP 3013, LP 3017 y

AP22 dado por la ausencia de galactosa en su EPS.
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Figura VL9 Produccion de EPS de B. japonicum USDA 110
(barra gris) y los mutantes (barras blancas) en fase exponencial

(7 dias) en el medio de Gotz. Las barras de error representan el
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V.4 Las cepas LP 3013 y LP 3017 son incapaces de formar biofilms como la cepa salvaje

Generalmente, aquellos rizobios que forman escasas cantidades de EPS o son
incapaces de sintetizarlo, no forman biofilms (Fujishige et al., 2004). Sin embargo,
como hemos observado en el Capitulo V, no siempre una escasa cantidad de EPS
implica una merma en la capacidad de formar biofilms, a juzgar por el método
desarrollado por Hirsch y colaboradores que utilizamos nosotros y que se detalla en
Materiales y Métodos. En este sentido, decidimos cuantificar la cantidad de biofilm a
lo largo de 23 dias de crecimiento en el medio de G6tz con manitol como tnica fuente
de C de nuestras mutantes LP 3013 y LP 3017 debido a la escasa cantidad de EPS
sintetizado por ellas en relacion con la salvaje (véase Figura VL.9).

En estos experimentos, se utilizoé la cepa USDA 110 como control positivo (véase
Figura VI.9 del Capitulo IV) y como controles negativos se utilizaron la cepa AP22
(Pérez Giménez et al., enviado) y el medio de crecimiento sin adicion de bacterias.
Estos ensayos se repitieron en tres oportunidades diferentes, dando resultados
similares. En la Figura VI.10 se grafica uno de ellos en el que se observa claramente
que las cepas LP 3013 y LP 3017 fueron incapaces de formar biofilms, al igual que la

cepa AP22 usada como control negativo.
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Figura VI.10 Produccion de biofilms en funcion del tiempo por las cepas de B.
japonicum USDA 110 (barras grises oscuras), AP22 (barras grises claras), LP 3013 y LP
3017 (en ese orden, barras blancas) crecidas en el medio de Gotz con manitol como
tnica fuente de C. Las barras negras representan el mismo medio de Gotz sin adicién

de bacterias. Las barras de error representan el desvio estandar.

V.5 La mutacion del gen exoB induce un fenotipo Nod* Fix en plantas de soja

Hasta aqui, el fenotipo de las cepas LP 3013 y LP 3017, (mutante en el gen exoB, y
doble mutante galA exoB) se mostraron similares al observado en AP22 por Parniske et
al. (1993). Sin embargo, cuando suspensiones de estos rizobios se inocularon en
plantines de soja para realizar estudios de nodulacién, al cabo de 39 dias en
invernaculo, las plantas externamente se vieron amarillentas, similares a los controles

sin inocular (Figura VL.11).
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Figura VI.11 Fotografia de plantas de soja (G. max) de 39 dias inoculadas con solucién
de Fahraeus (negativo) o con suspensiones bacterianas (del orden de 108 bacterias

planta-l) de las cepas que se listan debajo de cada una de las plantas.

Por otro lado, las plantas inoculadas con las cepas LP 3013 y LP 3017 complementadas
con el plasmido plQO08 llevando el gen exoB completo (véase Figura V1.5), se vieron
verdes, similares a las plantas inoculadas con la cepa salvaje (Figura VI.11). Estas
inoculaciones se llevaron a cabo agregando 1 ml de cultivo en fase exponencial tardia
(10 dias) directamente sobre las raices (108 bacterias planta!).

La parte aérea de las plantas (4 por condicion), se seco y se determiné la biomasa a
través del peso seco. Los resultados se muestran en la Figura V1.12, donde puede
observarse que, por un lado, el peso seco de las plantas inoculadas con las mutantes

LP 3013 y LP 3017 fueron similares al control sin inocular, y por otro, aquellas plantas
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inoculadas con USDA 110, AP22 y las mutantes complementadas tuvieron un
incremento significativo de su biomasa, especialmente las plantas inoculadas con la
cepa LP 3013 complementada. Estos ensayos se repitieron en dos oportunidades,

dando resultados similares.
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Figura VL12 Peso seco de la parte aérea de plantas de soja con 39 dias inoculadas
con USDA 110 (barra gris oscuro), mutantes en exoB (barra gris claro y barras
blancas y grises), mutantes complementados (barras blancas) y control negativo
inoculado con solucién de Fahraeus (barra negra). Cada barra representa la media

de 6 plantas vy la barra de error, su correspondiente desvio estandar.

Es importante sehalar también que ambas cepas complementadas lograron infectar y
desarrollar nodulos fijadores similares a los de la cepa salvaje en plantas de G. soja
(Figura V.13).

El color amarillo de las hojas sumado a la menor biomasa presentada por las plantas
inoculadas con las cepas LP 3013 y LP 3017 se debi6 a que presentaron gran cantidad

de pequenos nodulos (pseudonédulos) de color blanquecino-amarillento, sin
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ornamentaciones externas, aparentemente no invadidos y situados sobre las raices
secundarias (Figura VI.13).

Una vez cosechados, los nédulos fueron dispuestos en placas multipocillo de manera
individual, se esterilizaron superficialmente y se homogeneizaron para liberar su
contenido y asi determinar en base a su resistencia a antibioticos, la identidad de las
cepas en cajas YEM-agar.

Aquellos nédulos blanquecinos inducidos por las plantas inoculadas con las cepas LP
3013 y LP 3017 no mostraron crecimiento alguno tanto en ausencia como en presencia
de antibi6ticos, mientras que los nodulos recuperados de las plantas invadidas por la
cepa salvaje, AP22, o las mutantes complementadas, mostraron crecimiento a los 5-6
dias, recuperando asi la cepa inoculada y no existiendo eventos de contaminacién
cruzada. Las plantas inoculadas con solucion de Fihraeus (controles negativos) no

nodularon.

V.6 Las cepas LP 3013 y LP 3017 muestran el mismo fenotipo en otras variedades de

G. max y también en G. soja

Los ensayos de nodulacién se repitieron en otras variedades de soja e inclusive en otra
especie para determinar si la mutacion en el gen exoB mostraba fenotipos similares. Se
testearon variedades de G. max Don Mario 3100, Don Mario 4600 y A7321IRG y
también plantas de G. soja variedad PI 339871A. Las semillas germinadas fueron
inoculadas con suspensiones del orden de 107 bacterias planta. Las plantas fueron

cosechadas luego de 28 dias en invernaculo. En ninguno de los casos, las plantas de
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soja inoculadas con las cepas mutantes mostraron noédulos rojizos, sino por el
contrario, fueron pequefios, blanquecinos y localizados en las axilas entre la r-aiz
principal y las raices laterales. Los controles positivos, esto es, plantas inoculadas con
USDA 110 o AP22, mostraron nodulos grandes, rojizos y situados mayoritariamente
en las raices principales (Parniske et al, 1993). Los mutantes LP 3013 y LP 3017
complementados con el gen exoB completo llevado por el plasmido pIQ08 (véase
Figura VI.5) fueron capaces de inducir nodulos rojizos y fijadores similares a la cepa
salvaje en cuanto a la forma externa y namero de nodulos por planta. El interior de los
noédulos, liberado por homogeneizacién de los mismos, mostré crecimiento en los
antibioticos respectivos para las cepas USDA 110, AP22 y las mutantes
complementadas, mientras que no hubo crecimiento para las cepas LP 3013 y LP 3017.

A continuacion, en la Figura VI.13 se muestran nédulos inducidos por USDA 110 (A),

Figura VI.13 Fotografia tomada con lupa donde se muestran nédulos rojizos invadidos
por USDA 110 (A) y LP3013 complementada (B) y nédulos blanquecinos inducidos por
LP 3013 (C) y. La barra blanca a la derecha y abajo indica 1 milimetro.
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LP 3013 complementada llevando el plasmido con el gen exoB (B) y LP 3013 (C) en G.

soja. El mimo fenotipo se observo en plantas de G. max (no mostrado).

V.7 La adicion de EPS salvaje a los cultivos de las cepas LP 3013 previo a su

inoculacion en plantas de soja no restaura el fenotipo Fix*

La reversion del fenotipo Fix- por las cepas LP3013 y LP 3017 complementadas con el
gen exoB completo nos llevé a preguntarnos si también era posible revertirlo por la
adicion de EPS de manera exdgena. Asi, se agregd EPS purificado de USDA 110 o
AP22 a un mililitro de cultivo de LP 3013 en dos tiempos diferentes previo a su
inoculacién en plantas de soja: 4 horas antes e inmediatamente antes de la inoculacion.
La cantidad afiadida de EPS fue de 50 pg.ml cultivol.planta! (Djordjevic et al., 1987).
En paralelo, se inocularon los correspondientes controles positivos con USDA 110 o
AP22 y negativos con LP 3013 o solucién de Fahraeus. Posteriormente, se dejaron
crecer las plantas en invernaculo durante 35 dias.

Las plantas inoculadas con la cepa mutante LP 3013 y con LP 3013 + EPS salvaje se
vieron amarillas, similares al control sin inocular, mientras que las inoculadas con
USDA 110 y AP22 se vieron verdes. Sin embargo, las plantas inoculadas con LP 3013 +
EPS salvaje presentaron regularmente un nédulo grande y amorfo por planta en la
raiz principal sumado a numerosos nodulos blanquecinos en raices secundarias.
Todos ellos fueron homogeneizados y crecidos en cajas YEM-agar con sus respectivos
antibioticos y, mientras el contenido de los nodulos blanquecinos no mostrod

crecimiento, el de los nédulos rojizos si lo hizo, presentando las colonias el fenotipo
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“seco” caracteristico de la cepa mutante. Estas colonias, crecidas en kanamicina,
fueron repicadas durante dos ciclos y posteriormente se realizé una PCR especifica
constatando la identidad de la cepa LP 3013.

Asi, la adicion exégena de 100 pg de EPS salvaje en el inoculo de la cepa mutante,
logro que la misma fuera capaz de infectar al menos un nodulo por planta, pero no

fue suficiente para fijar una cantidad significativa de N».

V.8 Microestructura de los nodulos de G. max inducidos por las cepas LP 3013 y LP

3017

Los nodulos blanquecinos y vacios de bacterias inducidos por las cepas LP 3013 y LP
3017 en G. max fueron seccionados longitudinalmente para corroborar que no
hubieran células vegetales infectadas por rizobios. En la Figura VI.14 se muestran
cortes de los mismos observados al microscopio Optico en donde puede observarse
que tanto la cepa LP 3013 como LP 3017 fueron incapaces de invadir la estructura
pseudonodular formada en las raices de las plantas (Figura V114 B y C). Esta
morfologia histolégica es similar a las formadas en otras interacciones rizobio-
leguminosas en donde se inoculan las plantas con mutantes defectivos en EI’S o LPS,
como Rhizobium sp. NGR 234 en Leucaena leucocephala (Djordjevic et al., 1987; Gray et
al., 2001), B. japonicum AP22 en G. soja (Parniske et al., 1994), B. japonicum EH3 en G.
max (Parniske et al., 1998) y R. leguminosarum en Vicia sativa subesp. nigra (Laus et al.,
2004). Si bien los nddulos de las plantas inoculadas con las cepas mutantes LP 3013 y

LP 3017 son evidentes, el proceso de crecimiento y diferenciacion de los mismos son
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detenidos en etapas tempranas de la interaccion, debido a que en los cortes

histoldgicos no se observan estructuras vasculares asociadas ni tampoco ningtn

y C) de nodulos de G. max inducidos por las cepas USDA 110 (A), LP 3013 (B), LP
3017 (C), LP 3013 complementada (D) y LP 3017 complementada (E). Las imagenes

fueron tomadas con 100 aumentos.
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indicio de hilos de infeccién, ni siquiera abortivos. La formacién de nodulos vacios
indica que la infeccion se bloquea en etapas tempranas de la simbiosis (Parveen et al.,
1997) por lo que la inactivacion del gen exoB podria tener efectos sobre las etapas de
adhesion y/o colonizacién a raices de soja, pero esta hipotesis se mantiene en terreno
especulativo, si bien ensayos preliminares indicarian que es la etapa de adhesion a

raices de soja la que esté seriamente alterada.

Resumen

Las cepas mutantes LP 3013 y LP 3017, al igual que AP22, son incapaces de agregar
galactosa a su EPS, pero a diferencia de esta altima, la mutacion se restringe sélo al
gen exoB.

Esta alteracion causa grandes disturbios en las propiedades de estas cepas de B.
japonicum tanto en vida libre como simbidtica, incluyendo la escasa sintesis de EPS
liberado al medio de cultivo en cultivos con manitol como tnica fuente de C, la
acetilacion en los residuos de glucosa puesta de manifiesto por los analisis con
HPAEC, la escasa o nula formacion de biofilms en superficies de poliestireno y la
incapacidad de invadir e infectar raices de G. max y G. sojn. En este sentido, este
trabajo aporta evidencia que se suma a los escasos estudios en los que se
documentaron mutantes defectivos en la sintesis de EPS o CPS con alteraciones en la
capacidad de fijacién de Nz en plantas que forman nodulos determinados (Djordjevic

et al., 1987; Eggleston et al., 1996; Parveen et al., 1997; Parniske et al., 1998).
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