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“Por microbios se entiende los seres vivos que tienen una estructura elemental y dimensiones tan minimas
que solo pueden verse al microscopio. Se trata de un grupo de organismos llamados invisibles, cuya
naturaleza microbiana sélo puede demostrarse por diversos procedimientos de laboratorio” (....)

“Los movimientos que presentan los microbios son muy distintos del browniano y de los debidos a las
corrientes de la masa liquida en que se hallan sumergidos. Son de varias clases. Pueden ser extremadamente
rdpidos, hasta el punto de que el microbio atraviesa como und flecha el campo de la preparacion. En otros
casos, el movimiento es lento y consiste, a la vez, en un movimiento de oscilacion y traslacion. En otros
casos se trata de una simple reptacion, o bien un movimiento espiroideo, frecuentemente observado en los

espiroquetos”.

Dopter & Sacquépée (1927).
En Bacteriologia. 3nd ed.
Salvat editores. S.A.
Barcelona, Espana.
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L1 Los microorganismos

La microbiologia surgi6 como ciencia tras el descubrimiento de los microorganismos
gracias al perfeccionamiento del microscopio. El naturalista holandés Antonie van
Leeuwenhoek, en 1683, fue el primero en describir con la ayuda de lentes construidas
por ¢l mismo unos organismos a los que bautizo como ‘animdlculos. Dos siglos después,
entre 1857 y 1860, Pasteur revolucionod el conocimiento con sus investigaciones acerca
de las fermentaciones llevadas a cabo por diferentes microorganismos. En el ano 1876,
Koch descubri6 la bacteria responsable de la enfermedad del carbunco en animales
domésticos (Bacillus anthracis). Este trabajo sobre el carbunco condujo rapidamente a la
edad de oro de la bacteriologia: en 25 afios la mayoria de los agentes bacterianos de las
principales enfermedades humanas habian sido descubiertos y descriptos. En la
segunda mitad del siglo XX, la microbiologia ha estado profundamente involucrada en
estudios sobre el codigo genético y los mecanismos de sintesis de proteinas, ADN y
ARN. Asimismo, los microorganismos se utilizaron en muchos de los primeros estudios
sobre la regulacion de la expresion genética y el control de la actividad enzimatica. Ya
en la década de 1970, en base a los conocimientos y la manipulacion de la microbiologia,
se comenzo6 a vislumbrar el advenimiento de la biologia molecular, con el desarrollo de
la tecnologia del ADN recombinante y de la ingenieria genética.

Los microorganismos son morfologicamente poco diferenciados, se reducen a formas
como esferas o cilindros rectos o curvados, pero a esta "uniformidad’ se oponen grandes
versatilidades fisiologicas. Muchos grupos pueden vivir en ausencia de oxigeno (en
condiciones anaerobicas), y extraer la energia necesaria para el crecimiento a través de
fermentaciones o respiraciones anaerobicas. Otros grupos pueden utilizar la energia
luminosa y obtener el material celular a partir de compuestos organicos o de anhidrido
carbonico. Ademas, otras bacterias son capaces de obtener energia por oxidacion de
compuestos o elementos inorganicos. También esta ampliamente extendida la
capacidad de fijar el nitrogeno molecular. Esta variabilidad se logra atn cuando los
procariotas carecen de un nucleo rodeado por una membrana y de organelas que
compartimentalicen la célula. En ellos, el ADN se presenta en forma de una hebra
circular cerrada ubicada en el citoplasma y anclada a la membrana. Este cromosoma
bacteriano lleva toda la informacion necesaria para la reproduccion de la célula. Junto a
este cromosoma pueden presentarse pequenas moléculas circulares cerradas de ADN,

los plasmidos; que poseen informacion adicional, en algunas ocasiones imprescindible
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para la bacteria. Estos elementos pueden incluso ser transferidos horizontalmente y

aportan a la variabilidad genética de las poblaciones que conviven en el mismo habitat.

1.2 El suelo como habitat microbiano

El suelo es uno de los ambientes en el cual coexisten diversas comunidades
microbianas, un habitat en el cual la composicion nutritiva, el pH, la disponibilidad de
oxigeno y el contenido de agua varian permanentemente en el tiempo y en el espacio. En
consecuencia, el crecimiento bacteriano es también variable. Entre los componentes de
origen biologico del suelo, la mayor parte son raices (tanto vivas como muertas), en
segundo lugar se encuentran hongos y bacterias, y la fraccion minoritaria esta
constituida por microfauna como protozoos, nematodes e insectos. La ubicacion
espacial de esta comunidad biotica se encuentra limitada por el tamafio de los poros del
suelo. Por ejemplo, las bacterias pueden alojarse en poros de tan solo 1 pm de diametro,
las hifas de hongos necesitan de 2 a 5 pm y organismos como los nematodes quedan
excluidos de los poros. Estos altimos solamente pueden ubicarse y desplazarse por
taneles abiertos por raices, hormigas o termitas. En paralelo, el diametro de los poros
determina la capacidad de retencion de agua del suelo y su desplazamiento por los
canales, transportando iones y bacterias, antes que resulten adsorbidos a alguna
superficie. Asi, tnicamente los poros de entre 0,2 y 30 pm de diametro podran retener
agua una vez que el suelo haya drenado luego del riego o la lluvia. En esta condicion el
suelo se encuentra a “capacidad de campo” y el agua retenida puede ser utilizada por
raices y microorganismos (Watt et al., 2006). Acorde a sus propiedades fisicoquimicas,
el agua también es capaz de adsorberse a particulas minerales y organicas por medio de
interacciones dipolo-dipolo y puentes de hidrogeno, formando una pelicula delgada que
permanece liquida a -6°C y se evapora a mas de 105°C, y por ende no es utilizable por
organismos vivos. Estas interacciones dan origen a las fuerzas matricas que retienen
agua en matrices solidas o coloidales. Las fuerzas matricas junto a la fuerza
gravitacional, al potencial osmotico que generan los solutos disueltos en el agua y a la
presion hidrostatica a la cual el suelo esta sometido, dan origen al potencial hidrico (yp)

del suelo. Estos factores generan un yy, negativo y sus valores reflejan la disponibilidad

de agua de un suelo. El y, del agua pura es 0 megapascales (MPa), y por ello cuanto mas

cercano a este valor sea el y, del suelo, mayor sera la disponibilidad de agua. La
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actividad microbiana es 6ptima a valores de yy de - 0,01 MPa, y decrece a medida que se
hacen mas negativos (Paul & Clark, 1996).

Las raices constituyen la mayor parte de la materia organica del suelo; las raices que
mueren reponen gran parte de la materia organica y las que se encuentran en
crecimiento influyen fuertemente sobre la estructura y la aireacion del suelo. La zona
del suelo adyacente a las raices y altamente influenciada por su actividad se denomina
rizosfera, y se la puede describir como una zona de gradientes longitudinales y radiales
de nutrientes. La extension espacial de la rizosfera es variable, dependiendo de la
estructura del suelo, del tamano de las particulas, del contenido de agua y de las
caracteristicas de la planta. A su vez, la velocidad de difusion de los compuestos que se
hallen presentes en el medio dependera de sus caracteristicas. Por ejemplo, compuestos
solubles como el nitrato o compuestos volatiles, pueden difundir unos cuantos
milimetros, mientras que otros nutrientes como los fosfatos son inmoviles y no
difunden a mas de un mm de la raiz (Watt et al, 2006). Haciendo una distincion fisica
de la rizosfera se pueden diferenciar tres zonas: 1) la endorrizosfera, que es la parte
interna de la raiz, 2) el rizoplano, superficie de la raiz, sobre la cual se genera una matriz
llamada mucigel y 3) la ectorrizosfera, que es la porcion de suelo circundante y adherida
a las raices.

Diversas especies de plantas suelen exudar perfiles diferentes de metabolitos en sus
rizosferas e incluso una misma planta puede variar el patron de expresion de exudados
a lo largo de su raiz. Ademas, esta expresion cambia de acuerdo a la edad y a factores de
estrés. Los exudados radicales contienen entre un 5 y un 30 % del carbono fijado por la
planta en la fotosintesis y sus componentes se pueden clasificar en dos tipos, de bajo y
alto peso molecular. Entre los primeros encontramos azticares (como maltosa,
arabinosa, glucosa, manosa, etc), aminoacidos (como arginina, asparagina, aspartato,
cisteina, glutamina, etc), acidos organicos (ascorbico, acético, malico, benzoico, etc) y
compuestos fenolicos (Ramos, 2004). Entre los de alto peso molecular se encuentran
polisacaridos liberados por las células epidérmicas de la punta de la raiz,
mayoritariamente el mucigel. Esta sustancia esta altamente hidratada y se asocia a
particulas de suelo. Su funcion estaria asociada a la lubricacion y proteccion de las
raices (Bertin et al., 2003). Otros compuestos liberados pueden ser enzimas, flavonoides,
esteroides, alcaloides, nucleotidos, vitaminas, poliacetilenos, muchos de los cuales son
productos del metabolismo de la planta, mediadores de respuestas de defensa, o senales

de reconocimiento con un microorganismo. Debido a la alta heterogeneidad en las
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rizodeposiciones, la composicion de las poblaciones microbianas asociadas a las
rizosferas varia entre especies de plantas.

Se puede considerar entonces que la influencia de las raices es decisiva para la
multiplicacion y dispersion de los microorganismos, e incluso algunos autores
consideran a la rizosfera como “un oasis en un desierto” (Bertin et al,, 2003). Por ello, no
es extrano que las poblaciones bacterianas de esta zona sean de uno a tres ordenes de
magnitud mas grandes que las del suelo no rizostérico (Morgan et al.,, 2005).

Los microorganismos que habitan el suelo (también los que pertenecen a habitats
acuaticos) cumplen roles muy importantes en la transformacion de los nutrientes.
Durante su crecimiento y como consecuencia de sus diversos metabolismos, son
capaces de intervenir en los ciclos biogeoquimicos de compuestos como carbono,
azufre, nitrogeno, fosforo, hierro y manganeso. Asi, los procariotas resultan
irremplazables en el ciclado de estos nutrientes, donde transforman los compuestos por
medio de reacciones de oxido-reduccion. El N es un compuesto muy importante para la
vida, siendo uno de los principales componentes de macromoléculas como los acidos
nucleicos y las proteinas. Paradojicamente, siendo el N, el gas mas abundante en la
atmosfera terrestre (aproximadamente 80%), no es utilizable como fuente de N por
parte de las plantas, los animales y la mayoria de los microorganismos. Estos
organismos son capaces de asimilarlo s6lo como nitrégeno combinado, principalmente
aminodcidos, amonio (NH4") o nitratos (NO3') en un proceso denominado asimilacion.
El ciclo biogeoquimico del N esta compuesto por varias etapas en los que intervienen
diferentes grupos de microorganismos. La amonificacion (a cargo de hongos y
bacterias) genera NH; a partir de la descomposicion de materia organica. La
nitrificacion ocurre en condiciones aerobicas y es la oxidacion de NH4" a nitrito (NOy)
y este a su vez a NOj'. La desnitrificacion es una respiracion anaerobica que cataliza la
transformacion de NOs; a N, y N>O, aunque se puede acumular también NO,. Sin
embargo, el N de la biosfera se perderia irremediablemente como N> gaseosos si no fuera
por la reaccion que cierra el ciclo: la fijacion de N, por medio de la cual esta molécula se
reduce a NHy". La fijacion del N; esta a cargo de diferentes grupos denominados
diazotrofos, los cuales pueden clasificarse en tres grupos de acuerdo a la forma de vida
en la cual fijan N»: vida libre, rizocenosis diazotroficas (asociaciones inespecificas a las
raices) y asociaciones de tipo simbiotico. Cada uno de estos grupos presenta diferentes
metabolismos energéticos y fijan el N, en diferentes condiciones (Tabla 1.1). Las

asociaciones simbioticas conducen a la formacion de estructuras especializadas en las

4
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Tabla 1.1 Géneros que incluyen organismos procariotas fijadores de N,.

Forma enla que Géneros que incluyen especies Caracteristicas
fijan N, fijadoras de N, principales
Fototrofos,
Chromatium, Chlorobium, Thiopedia, Ectothiospira - . i obligados
Clostridium, Desulfovibrio, Desulfomaculum, Heterotrofos, anaerobios
Methanococcus, Methanosarcina obligados
Fototrofos, anaerobios
Rhodospirillum, Rhodopseudomonas ,
facultativos
Klebsiella, Bacillus, Enterobacter, Citrobacter, Heterotrofos, anaerobios
Escherichia, Propionibacterium facultativos
Spirulina, Oscillatoria, Pseudoanabaena, Lyngbia,
Plectonema, Phormidium, Synechococcus,
Fototrofos, microaerobios
Dermocarpa, Xenococcus, Myxosarcind,
Vida libre
Chroococcidioopsis, Pleurocapsa
Xanthobacter, Thiobacillus, Aquaspirillum,
Campylobacter, Arthrobacter, Methylocistus, Heterotrofos,
Methylococcus, Methilomonas, Methylobacter, microaerobios
Agzospirillum
Cylindrosperma, Chlorogloeopsis, Fischerella, Cianobacterias
Gloeotheca (fototrofos), aerobios
Agzotobacter, Azotococcus, Azomonas, Beijerinkid,
Heterotrofos, aerobios
Derxia
Rizocenosis
) , Agzospirillum, Azotobacter, Gluconacetobacter Heterotrofos
diazotroficas
Anabaena, Nostoc, Scytonema, Stigonema, Calothrix,
Fototrofos
Dicothrix
Rhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium,
Simbiéticas Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Allorhizobium
Frankia Heterotrofos
Burkholeiria
Wautersia




Capitulo I Tesis Doctoral Maria Julia Althabegoiti

raices llamadas nodulos, donde ocurre la fijacion biologica del N, y mas raramente
también en los tallos, por ejemplo en Seshania spp. Las plantas superiores forman este
tipo de simbiosis fijadora de nitrogeno: las dicotiledoneas lenosas (arboles y arbustos
lenosos) lo hacen con bacterias filamentosas del género Frankia y las leguminosas lo
hacen con bacterias Gram negativas conocidas colectivamente como rizobios. La
simbiosis rizobio-leguminosa ha sido ampliamente estudiada debido su interés

agronomico.

I.3 Importancia de la fijacion de N;

En climas templados, la fraccion de materia organica de los suelos denominada
humus, constituye una abundante reserva de nitrogeno relativamente estable. El
nitrogeno del humus llega a estar disponible para ser incorporado por los organismos
vivos solo tras una lenta mineralizacion (transformacion que no es mediada por
microorganismos), proceso que suele demandar décadas o siglos. En las regiones de
clima tropical, en cambio, la temperatura y humedad favorecen el proceso de
mineralizacion. Entretanto, las bacterias fijadoras de N5 en vida libre reducen el N, a
NH4" por medio de una reaccion enzimatica muy costosa energéticamente y de esta
forma incorporan N inorganico. El NH,4" incorporado es asequible para otros grupos
bacterianos, que pueden oxidarlo a nitritos (NO,) y nitratos (NOs'). Los iones NHy',
NO,, y NOs, se combinan para formar sales muy solubles en agua y consecuentemente
se distribuyen en la ecosfera en soluciones acuosas, formando pequenos reservorios de
reciclado activo. Pero al ser estos compuestos muy importantes para el crecimiento
vegetal se agotan rapidamente. Las bacterias fijadoras en simbiosis transforman por
medio de la misma reaccion el Ny en NH4" que es incorporado a aminoacidos y ureidos,
que en este caso son cedidos a la planta, de la cual obtienen a cambio carbono (C) como
nutriente. Esta capacidad de reducir el N; se ha explotado en la agricultura realizando
biofertilizaciones del cultivo de leguminosas con su par simbiotico.

Existen tres formas de incorporacion de N» a la biosfera: el proceso industrial de
Haber-Bosch, en el cual se utilizan altas presiones y temperaturas para transformar el
Ny a NHy4" (proceso principalmente empleado para producir fertilizantes), la fijacion

natural que ocurre como consecuencia de las descargas eléctricas y la fijacion biologica

de Nz.
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Se ha estimado que la fijacion anual de N, es de 300 millones de toneladas métricas
por ano, de las cuales 45 son aportadas por la fijacion biologica de N, relacionada al uso
de biofertilizantes, principalmente al conjunto rizobios y leguminosas (Socolow, 1999).
Sin embargo, como consecuencia del crecimiento de la poblacion y la demanda mundial
de alimentos, el N antropogénico incorporado al ciclo ha aumentado. El uso de
fertilizantes quimicos, por ejemplo urea, genera lixiviacion, eutrofizacion de ambientes
terrestres y acuaticos, pérdida del ozono estratosférico (Gruber & Galloway, 2008) y
consume recursos no renovables. Por ello, es deseable que la incorporacion del N ocurra
por medio de biofertilizantes, que resultan mas economicos y no contaminan el medio

ambiente. Entre los biofertilizantes mas importantes encontramos a los rizobios.

1.4 Rizobios

141 Clasificacion

La primera clasificacion de los rizobios se instauro de acuerdo a la leguminosa con la
cual establecian simbiosis, empleandola como epiteto luego del género Rhizobium. Por
ejemplo, R. trifoli para aquél capaz de infectar trébol, R. phaseoli para el que infecta
poroto, R. leguminosarum para aquellos que infectan arveja y Vicia, R. meliloti para los que
nodulan alfalfa y Melilotus, y finalmente R. japonicum a los que nodulan soja. Sin embargo,
a medida que se fue incrementando el namero y la diversidad de aislamientos
caracterizados, surgieron cada vez mas excepciones ante este criterio. En 1984 en el
Manual Bergey de sistematica se propusieron cuatro géneros para la familia Rhizobiaceae:
Rhizobium, Bradyrhizobium, Agrobacterium y Phyllobacterium. Luego, la clasificacion ha ido
sufriendo modificaciones y en la actualidad se ha sumado la caracterizacion molecular
basada en la secuencia del ADN ribosomal 16S. Hoy, los rizobios estan distribuidos
entre o y B-proteobacterias, ubicandose en nueve grupos monofiléticos, interpuestos
con bacterias que no son simbiontes de leguminosas; y se han confirmado 44 especies
de bacterias que fijan N, en simbiosis con leguminosas, distribuidas en 12 géneros
(Sawada et al, 2003). No profundizaremos en la filogenia de este grupo, pero si
presentaremos los grupos de inoculacion cruzada para los géneros mas conocidos
(Tabla 1.2). Cuando empleemos el término rizobio, estaremos haciendo referencia a

todos los representantes bacterianos que pueden nodular y fijar N, en
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Tabla 1.2 Principales grupos de inoculacion cruzada para algunos de los géneros de rizobios.

Rizobio nodulante y fijador de N,

Leguminosa Huésped

Allorhizobium undicola

Agzorhizobium caulinodans

Bradyrhizobium japonicum

Bradyrhizobium elkanii

Bradyrhizobium sp.

Mesorhizobium loti

Mesorhizobium huakuii
Mesorhizobium ciceri
Mesorhizobium mediterrancum

Mesorhizobium tianshanenesc

Mesorhizobium plurifarium
Mesorhizobium amorphae

Rhizobium leguminosarum bv. viciae

Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli
Rhizobium etli

Rhizobium tropici

Neptunia natans, Medicago sativa, Acacia spp., Lotus
arabicus, Faidherbia albida.

Sesbania rostrata

Glycine max, Glycine soja, Macroptilium
atropurpureum

Glycine max, Glycine soja, Macroptilium
atropurpureum

Lotus uliginosus, L. pedunculatus, Vigna spp., Lupinus
spp.Leucaena spp., Sesbania rostrata, Lablab spp.,
Arachis hypogea y otras leguminosas tropicales
Lotus corniculatus, L. tenuis,Acacia albida, Lupinus
densiflorus, Cicer arietinum, Leucdend leucocephala,
Mimosa spp., Anthyllis vulneraria

Astragalus sinicus

Cicer spp

Cicer spp

Glycyrrhiza spp, Glycine max, Sophora alopecuroides,
Swainsonia salsula, Caragana polourensis,
Halimodendron holodendron

Acacia spp, Leucaena leucocephala, Neptunia oleracea
Amorphd fructicosa

Pisum sativum, Vicia hirsuta, V. sativa, Lathyrus, Lens
spp.

Trifolium repens, T. subterraneum, T. pratense
Phaseolus vulgaris, P. coccineus, P. angustifolius
Phaseolus vulgaris, P. coccineus, P. angustifolius
Phaseolus vulgaris, P. coccineus, P. angustifolius,
Leucaena leucocephala, L. esculenta, Dalaea leporina,
Vigna  vexillata, Crotalaria pumila 'y otras

leguminosas tropicales
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Rizobio nodulante y fijador de N,

Leguminosa Huésped

Rhizobium gallicum
Rhizobium giardinii
Rhizobium hainanense
Rhizobium huautlense
Rhizobium mongolense

Sinorhizobium meliloti

Sinorhizobium fredii

Sinorhizobium medicae
Sinorhizobium terangae
Sinorhizobium kostiense

Sinorhizobium xinjiangense

Phaseolus spp

Phaseolus spp

Acacia, Arachis, Centrocema

Sesbania rostrata

Phaseolus, Leucaena

Medicago sativa, M. truncatula, Melilotus alba,
Trigonella spp.

Glycine max, G. soja, Macroptilium, atropurpureum, M.
lathyroides, Vigna radiata, V. unguiculata, Cajanus
cajan, Phaseolus vulgaris, Sesbania cannabina
Medicago spp

Acacia spp.

Acacia senegal, Prosopis chilensis

Glycine max

asociacion con plantas leguminosas, representando un grupo polifilético (Turner &
p g p grupo p

Young, 2000).

142 Habitat y estilos de vida

Los rizobios son bacilos Gram negativos capaces de vivir de dos o incluso podrian

considerarse tres formas diferentes. En primer lugar, pueden hacerlo como bacterias
saprofitas del suelo, donde no son capaces de fijar N,, pero si de consumir diversas
fuentes de C y persistir durante largos periodos. Sin embargo, la vida saprofitica puede
incluir dos estados. En uno de ellos los rizobios pueden moverse por medio de flagelos,
que de acuerdo a la especie, varian en numero, composicion y localizacion en la
superficie celular. Los flagelos bacterianos son activados por los sistemas
quimiotacticos capaces de sensar nutrientes y peligros del medio ambiente. Este estilo
de vida también se define como estado planctonico. Alternativamente a este estado
pueden formar biopeliculas (en inglés, biofilms), donde los rizobios tampoco son capaces
de fijar N,, y adquieren una organizacion que les ofrece proteccion ante sustancias

toxicas, radiaciones ultravioletas, desecacion y otros peligros. Estas biopeliculas se
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establecen sobre superficies bioticas o abioticas. Su formacion comienza con la
adhesion reversible de las bacterias a la superficie, momento en el cual atin son capaces
de retornar al estado planctonico. Luego, las células pierden el flagelo y comienzan a
secretar sustancias poliméricas que ayudaran a la adhesion firme de las bacterias, y a la
formacion de la estructura tipica de las biopeliculas. En su arquitectura se observan
canales por los que circulan agua y nutrientes. Una vez que estas estructuras maduran,
y de acuerdo a sefales como por ejemplo la escasez de nutrientes, las células pueden
retornar al estado planctonico, desprendiéndose de la matriz y expresando nuevamente
el flagelo. En algunas especies se pudo correlacionar el desprendimiento con la
produccion de enzimas que degradan los polisacaridos (Stoodley et al, 2002). Este
desprendimiento permite a los rizobios colonizar nuevos habitats, ya sea la rizosfera de
una raiz en crecimiento u otra superficie en la que se encuentren nutrientes disponibles.
Este estilo de vida comunitario puede establecerse incluso entre diferentes especies
bacterianas, y se encuentra estrechamente relacionado a la densidad celular (Quorum
Sensing o abreviado 95). Estos conocimientos han revolucionado la microbiologia, pues
demostraron que los procariotas también pueden vivir en colectividades y comunicarse,
estructurando funcionalmente distintos grupos celulares. La formacion de biopeliculas
en la familia Rhizobiaceae se ha descripto para especies como S. meliloti, R. leguminosarum y
B. japonicum en ensayos in vitro (Fujishige et al., 2006; 2008; Perez-Gimenez et al., 2009).
Realizando un analisis de mutantes en EPS y en flagelos, se encontro que si bien ambos
son defectivos para formar biopeliculas (Fujishige et al., 2006; Perez-Gimenez et al., 2009;
Vanderlinde et al., 2010), el requerimiento del EPS depende de su composicion (Quelas et
al, 2010). Asimismo, se ha reportado que mutantes en glicanasas de R. leguminosarum vb.
vicige encargadas de clivar el propio exopolisacarido bacteriano, se ven afectados en la
formacion de biopeliculas; probablemente como consecuencia de la alteracion en el
tamano de estas macromoléculas (Russo et al., 2006). También se ha sugerido que los
géneros Bradyrhizobium y Azorhizobium podrian establecer este tipo de estructuras sobre
el micelio de diferentes hongos (Seneviratne & Jayasinghearachchi, 2003).

Finalmente, la otra forma de vida posible para los rizobios es como simbiontes
dentro de su hospedador vegetal, la leguminosa. Esta simbiosis es altamente especifica
en algunos casos y para establecerse requiere de un intercambio de senales moleculares
entre ambos simbiontes. En este estilo de vida, los rizobios sufren una importante

diferenciacion a un nuevo estadio denominado bacteroide. Adquieren formas
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irregulares, inmoviles, fijan N> y solo pueden utilizar acidos dicarboxilicos como fuentes
de C. Se produce una transferencia del C desde la planta al rizobio diferenciado, donde
es oxidado para producir la energia requerida para la fijacion del N». El N reducido es
translocado a la planta que entonces puede crecer atn en suelos desprovistos de N
combinado (Lodwig & Poole, 2003), y es en este punto en el cual reside el interés
agroeconomico de la interaccion. A continuacion, realizaremos una breve resefa de los

procesos que ocurren en la simbiosis rizobio-leguminosa.

L5 Simbiosis rizobio- leguminosa

L.5.1 Reconocimiento de los simbiontes

Antes del contacto fisico de los simbiontes existe un intercambio de senales
moleculares entre ellos. La primera senal es liberada por las raices de la planta en la
rizosfera ante la escasez de nitrogeno en el suelo (Coronado et al., 1995). Estas senales
son flavonoides que también intervienen en otros procesos como las respuestas de
defensa ante patogenos o la proteccion ante la luz ultravioleta. Cada leguminosa exuda
un conjunto caracteristico de flavonoides que activan especificamente a los genes de
nodulacion (genes nod) del rizobio simbiotico (Brill et al,, 2001; Perret et al, 2000). En
primera instancia, los flavonoides interactaan con las proteinas citoplasmaticas NodD,
factores de transcripcion que estimulan la expresion de genes que codifican proteinas
necesarias para la sintesis de una molécula rizobiana que actuara como senal sobre la
planta. Dicha molécula se denomina factor Nod. El factor Nod, o lipoquitooligosacarido,
tiene un esqueleto de B-1,4-N-acetil-D-glucosamina, y presenta de tres a cinco
monomeros. En el grupo amino correspondiente al azticar del extremo no reductor se
une una marcada variedad de acidos grasos formando uniones amida, los cuales,
dependiendo de cada factor Nod, tendran diferente grado de saturacion. Sobre esa
estructura basica, y dependiendo de la especie de rizobio, se encuentran modificaciones
o sustituciones muy variadas tanto en el extremo reductor como en el no reductor
(Figura 1.1) (Perret et al., 2000). Los genes esenciales para formar el esqueleto del factor
Nod se encuentran en el operon nodABC, mientras que otros genes como hoe y nol se
encuentran en distintos operones y codifican para las enzimas que sintetizan las
sustituciones que conferiran la especificidad con el hospedador. Estos sustituyentes

pueden ser fucosas, sulfatos, acetilos, metilos, carbamoilos, y otros. En paralelo, se
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Figura I.1 La estructura basica de los factores de nodulacién consiste en un oligémero de N-acetil-B-D-

glucosamina sustituido en sus extremos. En la figura se observa uno de los tres factores de nodulacion

producidos por B. japonicum. Sefialadas en rojo se encuentran las modificaciones correspondientes. En su

extremo no reductor, los factores nod de B. japonicum pueden encontrarse sustituidos por acidos grasos 18:1

(ejemplo de la figura), 16:0 0 16:1.
introducen diferencias en las cadenas de acidos grasos del extremo no reductor (Perret
et al, 2000). Muchas especies bacterianas expresan mas de un factor Nod, y por ello es
dificil predecir el huésped tnicamente con este dato. Un estudio reciente demostro que
Rhizobium tropici CIAT899 expresa 52 tipos de factor Nod en condiciones acidas,
comparados con 29 en condiciones neutras, habiendo tnicamente 15 estructuras
comunes entre ambas (Moron et al, 2005). Asimismo, existen especies como R. etli y M.
loti que expresan el mismo factor Nod y, sin embargo, nodulan distintos hospedadores,
Phaseolus spp. y Lotus spp., respectivamente. Del mismo modo, se ha observado que dos
especies que expresan diferentes lipoquitooligosacaridos pueden nodular la misma
planta hospedadora. Por ejemplo, R. tropici (sustituido con un grupo sulfato) y R. etli
(sustituido con una acetilfucosa), ambos nodulan Phaseolus vulgaris (Perret et al., 2000).

Mas recientemente se ha demostrado que en dos cepas de Bradyrhizobium sp. capaces
de realizar fotosintesis (BTAil y ORS278) los genes centrales nodABC y por ende los
factores Nod, no son necesarios para establecer la simbiosis (Giraud et al,, 2007). Como
se puede apreciar, la especificidad de este dialogo molecular no es tan estrecha como se
crey6 en un principio (Baueret al., 1994; Dénarié et al., 1996).
Se conocen otros conjuntos de moléculas que también ayudan a esta interaccion y

son expresadas tanto por la planta como por la bacteria. Entre las expresadas por la
planta se encuentran: betainas, xantonas, acidos aldonicos, compuestos fenolicos,

lectinas y jasmonatos. Entre las expresadas por el rizobio pueden encontrarse proteinas
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secretadas por los sistemas de transporte tipo Iy tipo III, polisacaridos de superficie
implicados en el reconocimiento con lectinas vegetales y moléculas relacionadas al 9S
(Cooper, 2007).

Este intercambio de sefiales ocurre en la rizosfera, donde las concentraciones de los
metabolitos (del orden de nano o picomolar) y el transporte de los mismos dependen de
factores ambientales. La distancia que deban recorrer los flavonoides hasta ser
percibidos por los rizobios cumplira un rol determinante en el establecimiento de la
simbiosis. Por ejemplo, el tiempo (t) que emplea un soluto para recorrer una distancia
“a” esta dado por:

t=a’/D
donde D es la difusividad del soluto en el medio. De acuerdo con esta ecuacion un
microorganismo que se encuentra dentro de la rizosfera, a unos 30 pm, puede recibir
una sefal mil veces mas rapido que uno que se encuentra a 1000 pm en el suelo
circundante (Watt et al, 2006). Por otro lado, ¢(podra una bacteria detectar los
metabolitos y dirigirse hacia donde se encuentran? ¢Cuan significativas seran estas
distancias para los microorganismos? En principio, los sistemas de quimiotaxis y
movilidad seran los encargados de mediar este tipo de respuestas, siempre
subordinados a las condiciones del ambiente. En el caso de rizobios de crecimiento
rapido, como S. meliloti, R. leguminosarum bv phaseoli y R. leguminosarum bv viciae se ha
observado, in vitro, una correlacion entre la quimiotaxis hacia flavonoides y la expresion
de los genes nod (Aguilar et al., 1988; Armitage et al., 1988). No obstante, en B. japonicum,
rizobio de crecimiento lento, no se ha observado quimiotaxis positiva hacia genisteina y
diadzeina, dos isoflavonas que son capaces de estimular la expresion de los genes de
nodulacion secretadas por las raices y semillas de soja (Barbour et al, 1991). Por el
contrario, si se ha observado un efecto positivo de la quimiotaxis hacia acidos
organicos, acidos hidroxiaromaticos y aminoacidos como aspartato y glutamato,
compuestos presentes en los exudados radicales (Barbour et al, 1991; Cooper, 2007;
Kape et al, 1991). Si bien en la década de 1980 se realizaron muchos trabajos
relacionando la quimiotaxis de los rizobios con su capacidad de infectar leguminosas,
los experimentos no se llevaron a cabo en el medio natural donde ocurre esta
interaccion, sino en soluciones acuosas. Por ello no se puede hacer una interpretacion
lineal de los resultados para dilucidar el verdadero rol de la quimiotaxis y la movilidad

en la infeccion.
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Finalmente, las leguminosas expresan receptores de transmembrana especificos de
factores Nod, o NFPs (del inglés, Nod Factor Perception) y de esta manera son capaces de
reconocerlos atin a concentraciones del orden de picomolar. Estos receptores presentan
dominios extracelulares capaces de reconocer glucanos como la N-acetilglucosamina,
un dominio transmembrana y un dominio quinasa citosolico (Mulder et al, 2006). Se
han caracterizado algunas de estas proteinas, por ejemplo en Medicago truncatula NFP 'y
LYK3 (Amor et al., 2003; Smit et al., 2007), en Lotus japonicus NFRI1 y NFR5 (Madsen et dl,
2003; Radutoiu et al, 2003), y en Pisum sativum SYMIO y SYM2 (Limpens et al, 2003;
Walker et al., 2000). Sin embargo, atin resta conocer con precision las bases moleculares
de este reconocimiento. Si se ha descripto que en la planta se genera una cascada de
senalizacion que induce multiples respuestas necesarias para la infeccion como: la
deformacion del pelo radical, la despolarizacion de la membrana, las oscilaciones de
calcio intracelular, la reactivacion de la division celular en las células corticales, y la

activacion de la transcripcion de genes necesarios para la infeccion (Jones et al., 2007).

1.5.2 Primer contacto fisico: Colonizacion y adhesion de los rizobios a las raices

En la simbiosis rizobio-leguminosa se ha estudiado poco el fenémeno de
colonizacion radical, pues la mayoria de los intereses se han focalizado en la adhesion y
la infeccion, que si bien son eventos vitales para la nodulacion, son posteriores y se
encuentran subordinados a una colonizacion eficiente. La colonizacion de las raices
puede considerarse una mera ocupacion de la superficie radical, como asi también
puede pensarse como el establecimiento de una biopelicula sobre la misma. En ambos
casos, las bacterias deben ser capaces de desplazarse activamente sobre la raiz o desde
el medio circundante hacia la raiz y posteriormente adherirse (Figura 1.2). En el caso de
formarse una biopelicula, debe existir alguna senal, por ejemplo 95, que induzca su
formacion. La colonizacion radical ha sido estudiada en bacterias como Pseudomonas
fluorescens u otras Pseudomonas de la rizosfera, siendo esta especie una de las mejores
colonizadoras. Entre los factores estudiados, se encontré que la quimiotaxis y la
movilidad son fundamentales para una colonizacion exitosa (de Weert et al., 2002; De
Weger et al., 1987; Lugtenberg et al., 2001).

En la rizosfera existe una alta poblacion microbiana asociada a las raices e incluso la
adhesion de los rizobios a las raices de leguminosas puede establecerse atn sin haber

ocurrido el reconocimiento simbiotico. En este proceso se encuentran implicadas
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moléculas bacterianas como pueden ser proteinas de superficie, polisacaridos
extracelulares, fimbrias o flagelos, y también participan proteinas y pequenias moléculas
exudadas por las raices. Algunos estudios sugirieron que existe cierta especificidad
simbiotica durante la adhesion (Caetano-Anolles & Favelukes, 1986a; Lodeiro et dl,
1995), pero estudios mas recientes indican que, si bien existen modos especificos de
adhesion (mediados por ciertas adhesinas bacterianas), los mismos no estarian
relacionados con la simbiosis, sino con el reconocimiento de patrones moleculares sobre
raices de diversas plantas (Mongiardini et al., 2008).

Las lectinas vegetales son proteinas que tienen al menos un dominio no catalitico de
union a un mono u oligosacarido y se encuentran en altas cantidades en las semillas y en
otros sitios de la planta como hojas, tallos y raices. Estas pueden servir como receptores
de polisacaridos de superficie del rizobio. Ademas las lectinas estan implicadas en parte
en la especificidad simbiotica, por ejemplo, la expresion de la lectina de soja en Lotus
corniculatus transgénico, permiti6 que la planta sea nodulada por B. japonicum (van Rhijn
et al, 1998). Entre las proteinas de la bacteria que median la interaccion han sido
estudiadas la ricadesina de R. leguminosarun by. viciae (Smit et al., 1989b), la RapAl de R.
leguminosarum bv. trifolii (Ausmees et al., 2001; Mongiardini et al., 2008) y la B]J38 de B.
japonicum (Loh et al.,, 1993; Mongiardini, 2008). En términos generales, se ha descripto al
proceso de adhesion de los rizobios a las leguminosas en dos etapas. En una primera
etapa ocurre una adhesion débil y reversible, donde las lectinas de leguminosas pueden
reconocer un carbohidrato de superficie del rizobio, y también proteinas como la
ricadesina y la RapAl estarian implicadas en la union. En una segunda etapa intervienen
fibras de celulosa bacteriana, ya sea producida antes o después de la adhesion de las
bacterias. Estas fibrillas causarian una union irreversible y la formacion de agregados
bacterianos en la superficie del hospedador (Ausmees et al., 1999; Dazzo et al., 1984; Laus
et al, 2005). De forma analoga a lo que sucede en la adhesion de los rizobios, las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal como Agzospirillum brasilense también
presentan una adhesion a raices de trigo en dos pasos (Michiels et al., 1991). Un primer
paso de union débil y reversible, donde acttian estructuras de superficie de la bacteria
como capsula y flagelos; y un segundo paso de union irreversible mediado por el
exopolisacarido bacteriano. A. brasilense posee dos tipos de flagelos, siendo el flagelo
polar el mediador de la adhesion en el primer paso a raices de trigo (Croess et al.,, 1993).

En los rizobios, particularmente en S. meliloti, existe un trabajo del afio 1988 donde se
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Py .
Figura I.2 Microscopia electrénica de barrido mostrando colonizaciones radicales. A) B. japonicum colonizando la
rizésfera de soja (Este trabajo). B) P. fluorescens 113 colonizando la raiz de alfalfa (Barahona et al., 2010). Con
flechas continuas se indican las bacterias; con flechas discontinuas el mucigel en las regiones que se ha
agrietado y con punta de flecha se indican los pelos radicales en (A).

alude al flagelo como necesario para la adhesion (Caetano-Anolles et al., 1988). Mas
recientemente, se demostré que estos filamentos son necesarios para iniciar la
formacion de las biopeliculas de S. meliloti (Fujishige et al., 2000).

Por otra parte, sumado a las caracteristicas intrinsecas de cada individuo, los
procesos de adhesion bacteriana a las raices dependen también de variables como la

densidad del inoculo, el pH, las condiciones de la incubacion, y la fase de crecimiento de
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la bacteria (Albareda et al., 2006). Como consecuencia, es dificil realizar la comparacion
de distintos trabajos, que atn habiendo empleado los mismos sistemas vivos,
presentaran variaciones inherentes a la técnica. Adicionalmente, si se quiere analizar la
funcion de los flagelos como adhesinas, es sabido que varian su expresion durante las

fases del crecimiento (Amsleret al., 1993).

153 Lainfeccion

En una raiz se pueden distinguir tres zonas con diferente grado de maduracion de los
pelos radicales. Desde la base hacia la parte apical se distinguen la zona I, donde se
encuentran los pelos maduros, la zona II, donde se encuentran los pelos en crecimiento
y la zona III, donde no hay pelos radicales. Unicamente los pelos en crecimiento
pertenecientes a la zona II pueden ser infectados por los rizobios ya que para ello se
requiere una deformacion caracteristica del pelo radical, que acontece como
consecuencia de la elongacion desigual de uno y otro lado del pelo en crecimiento apical
(Esseling et al., 2003; Miller et al., 2000). Esta deformacion se conoce como enrulado (en
inglés, “curling”) del pelo y es generada por rizobios adheridos en la punta. Se cree que
los factores Nod, al ser reguladores del
crecimiento  (Oldroyd, 2007), retrasan la
elongacion en uno de los lados del pelo y las
bacterias quedan atrapadas en una especie de
bolsillo. Alli, por medio de una actividad
celulasica son capaces de degradar la pared
celular e ingresar generando luego una
invaginacion de la membrana (Robledo et dl,
2008). Esta invaginacion crece en direccion
opuesta a la direccion de crecimiento que
presentaba el pelo al momento de la infeccion.
El interior de este canal se denomina hilo de

infeccion (Figura 1.3) y es ocupado por un solo

clon de bacterias o, a lo sumo, dos. Este espacio

Figura 1.3 Hilo de infeccion de Medicago
sativa cuando es infectado por una cepa de
ha demostrado que posee proteinas  S. melioti que expresa GFP. Se puede
observar el enrulado del pelo y la formacion
pertenecientes  a la  matriz extracelular de un hilo completo (Jones et al., 2007).

es equivalente al medio extracelular, ya que se
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(Rathbun et al, 2002). En la punta del hilo de infeccion los rizobios se dividen
activamente y el mismo progresa hacia el interior de la raiz hasta alcanzar la zona
subcortical, donde se esta desarrollando el primordio del nodulo. El pasaje del hilo de
infeccion de una célula a otra implica degradacion local de la pared celular, fusion de
ésta con el hilo de infeccion e iniciacion de una nueva invaginacion que permite el
crecimiento del mismo (Gage, 2004).

Otra forma de invasion del huésped es la generada por Azorhizobium caulinodans en
Sesbania rostrata y por Bradyrhizobium sp. en Arachis hypogea (mani). En este proceso no se
desarrolla un hilo de infeccion sino que los rizobios penetran por roturas (en inglés,
crack entry) que generalmente ocurren en las axilas de raices secundarias emergentes y se
dispersan luego por los espacios intercelulares hasta llegar al primordio de nodulo
(Goormachtiget al., 2004).

El factor Nod seria necesario durante todo el proceso de infeccion e incluso para una
correcta invasion del nodulo (Gage, 2004; Jones et al., 2007). Al inicio de la infeccion
causara oscilaciones de calcio en todas las células, las epidérmicas y las de la corteza, y
consecuentemente activara la expresion de genes de nodulacion tempranos. Asimismo,
los exopolisacaridos bacterianos o EPS son elementales para una infeccion exitosa, ya
que ademas de estar implicados en el reconocimiento rizobio-leguminosa, son
responsables de inhibir en parte las respuestas de defensa de la planta (Mathis et dl,
2005; Niehaus et al,, 1993; Parniske et al., 1994). También podrian conferir proteccion, por
ejemplo ante las especies reactivas del oxigeno (en inglés, Reactive Oxygen Species,
ROS) liberadas por la planta durante la infeccion, y finalmente podrian estar implicados
en la senalizacion celular (Skorupska et al., 2006).

La poblacion clonal del hilo de infeccion se descarga en las células corticales, donde
ya se ha inducido la formacion del primordio de nodulo (Oldroyd & Downie, 2008).
Para el caso particular de la simbiosis B. japonicum-soja, el enrulado del pelo radical toma
aproximadamente 12 horas, la formacion del hilo de infeccion se completa en unas 24
horas y la division de las células corticales por debajo del hilo dura entre 24 y 96 horas.
Entre los 4 y 19 dias ya pueden observarse nodulos maduros. El namero de hilos de
infeccion que se inician es mucho mayor a la cantidad de nodulos que finalmente se
formaran. Este hecho vislumbra la existencia de un mecanismo de defensa de la planta
para evitar una infeccion ilimitada. Las plantas tienen una primera linea de defensa que

consiste en un sistema de reconocimiento de elicitores de patogenos. Se han encontrado
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semejanzas interesantes entre estas respuestas ante patogenos y en la percepcion del
factor Nod. Los factores Nod son capaces de controlar la concentracion de ROS, se cree
que con el fin de permitir la formacion del hilo de infeccion (Santos et al, 2001). Estas
especies ayudarian a la remodelacion de la pared celular. Si hay un desbalance en los
niveles de ROS, particularmente un exceso, se abortara la infeccion de ese hilo, aunque
la via de senalizacion por medio de la cual esto ocurre se desconoce (Jones et al., 2007).
Se sabe que mutantes de S. meliloti en algunas de las tres catalasas que tiene la bacteria o
en una de las dos superoxido dismutasas, son sensibles a ROS pero no son defectivas en
simbiosis (Jones et al., 2007). Por otro lado, se ha observado que el acido jasmonico y el
etileno, implicados en las respuestas de defensa de las plantas ante patogenos, también
estarian involucrados en la nodulacion. Ambos modulan las oscilaciones de calcio en las
células de la raiz generadas en respuesta al factor Nod. Las vias de sefalizacion de
ambos compuestos estarian relacionadas aunque no se conoce a qué nivel (Sun et al,
2006). Un ejemplo llamativo de estas regulaciones se observa en el caso del par
simbiotico S. rostrata y A. caulinodans. En este sistema, la infeccion puede ocurrir via crack
entry en condiciones de inundacion, donde el gas etileno se disuelve en el agua y es
necesario para la infeccion; mientras que también puede suceder la infeccion via hilo de
infeccion en condiciones de capacidad de campo vy, en este caso, el etileno es inhibidor
de la nodulacion (Oldroyd & Downie, 2008).

Al describir el proceso de infeccion se puede apreciar que existe una delgada linea
que separa el mutualismo de la patogénesis. Como hemos mencionado, las leguminosas
expresan una respuesta de defensa local, lo cual sugiere que en su entrada el rizobio es
percibido como un patogeno. No obstante, el factor Nod logra controlar respuestas mas
avanzadas de la planta, de modo tal que durante el desarrollo del nodulo, los genes
asociados a la inmunidad se encuentran reprimidos (Brechenmacher et al., 2008; Soto et

al, 2008).

1.5.4 Organogénesis del nodulo

El primordio del nodulo se induce por la accion del factor Nod que en un principio se
pone en contacto con la epidermis de la raiz (Oldroyd & Downie, 2008). Este evento
ocurre en paralelo a la formacion del hilo de infeccion. Una vez inducido, en el
primordio contindan las divisiones mitoticas de las células corticales, que sufren un

proceso de desdiferenciacion, conduciendo a la formacion de un meristema cuya
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funcion sera generar el tejido en crecimiento del nodulo. De acuerdo al programa
genético de la leguminosa, se pueden formar dos tipos de nodulos con distinta
morfologia. Los nodulos determinados tienen forma redondeada debido a que presentan
un meristema apical periférico que no es permanente (Figura 1.4). En estos nodulos las
células infectadas mas jovenes estan inmediatamente por debajo del tejido periférico,
los simbiosomas (bacteroides rodeados por membrana vegetal) funcionales se
encuentran en una capa intermedia, mientras que los simbiosomas senescentes se hallan
en la zona central. Los nodulos indeterminados son alargados debido a que las células
del cortex interno generan un meristema apical persistente (Figura 1.4). En estos
nodulos se distinguen cuatro zonas transversales, llamadas zona I o del meristema libre
de bacterias, zona II 0 zona donde penetran los hilos de infeccion y los bacteroides se
dividen y diferencian, zona III o zona de simbiosomas fijadores de N, y zona IV donde
se encuentran bacteroides en senescencia. Estas zonas se suceden desde el apice del
nodulo hacia la base. En ambos tipos nodulares, los rizobios que provienen del hilo de
infeccion son endocitados endocitan en el citoplasma de las células del primordio,
quedando envueltos en la membrana de origen vegetal denominada Membrana
Peribacteroidal (MPB) y dando origen al simbiosoma. En la infeccion de los nodulos
indeterminados los rizobios se dividen algunas veces después de ser rodeados por la

MPB, con lo cual la presencia de mas de un bacteroide por simbiosoma es comun. En las

Simbiosoma

Simbiosoma . .
) diferenciado = .
joven Simbiosoma
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Figura 1.4 Esquemas de cortes longitudinales de un nédulo indeterminado (A) y un nédulo determinado (B). Para
una descripcion detallada, véase el texto.
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infecciones que resultan en nodulos determinados, no parece que haya division de las
bacterias una vez envueltas por la MPB; sin embargo, se observan simbiosomas con mas
de un bacteroide, que pueden provenir de fusiones de simbiosomas. La MPB tiene
proteinas tanto vegetales como bacterianas, que le confieren caracteristicas particulares
y permite delimitar un espacio donde ocurrira la diferenciacion a bacteroide y la fijacion
del N (Gage, 2004).

En cuanto a los exopolisacaridos (EPS) de rizobios y su relacion con el tipo nodular,
se ha establecido que son estrictamente necesarios para la nodulacion en aquellas
leguminosas que forman nodulos indeterminados (Fraysse et al., 2003), mientras que en
los nodulos determinados seria necesario el lipopolisacarido. Sin embargo un trabajo
reciente de nuestro laboratorio demuestra que el EPS de B. japonicum seria necesario para
una nodulacion eficiente en soja, cuyos nodulos son determinados (Quelas et al.,, 2010).

Las especies que forman nodulos determinados son en general de climas tropicales,
siendo las mas conocidas Glycine max (soja) y Phaseolus vulgaris (poroto) o subtropicales
como Lotus japonicus. Dentro de las especies que forman nodulos indeterminados, las mas
conocidas son Trifolium (trébol), M. truncatula (alfalfa) y Pisum sativum (arveja). En la
Figura 1.5 se muestra, a modo de resumen, un esquema general del establecimiento de la

simbiosis.

155 Diferenciacion y fijacion de nitrogeno

Una vez que se encuentran en el simbiosoma, los rizobios sufren una diferenciacion
hacia un nuevo estadio denominado bacteroide. Esto se logra gracias a un cambio
substancial en su metabolismo y cuyas caracteristicas mas sobresalientes son: el
aumento de tamano de la célula (hasta 10 veces), la ausencia de flagelos, la incapacidad
de duplicarse, el cambio en el metabolismo de fuentes de C y la expresion de la enzima
nitrogenasa. Para alcanzar este nuevo fenotipo debe haber un importante cambio en la
expresion de los genes bacterianos. Estudios de transcriptomica mostraron un aumento
en la expresion de genes relacionados tanto al intercambio de compuestos carbonados y
de amonio, como a su metabolismo; de genes implicados en las vias de sintesis de
vitaminas y en procesos relacionados al estrés, tales como proteinas del shock térmico,
chaperoninas, y otras (Djordjevic, 2004). Contrariamente, se observo la represion de

genes relacionados al metabolismo del ADN, del ARN, y de la traduccion, asi como
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Figura 1.5 Esquema general del desarrollo de un nddulo determinado (A) con las principales moléculas que
intervienen en el reconocimiento (B). Los flavonoides secretados por la leguminosa en el suelo son percibidos por el
rizobio que dispara la produccion del factor Nod. Entre las respuestas generadas en el hospedador se produce el
enrulado del pelo radical y su invasién. La invasién del pelo radical requiere la presencia de los EPS bacterianos y
dispara la producciéon de ROS del hospedador. En forma paralela, el factor Nod induce la divisién celular en las
células del cortex de la raiz (representadas en celeste) conduciendo la formacion del primordio nédular. Modificado
de Gibson et al. (2008)

genes de la biosintesis de purinas, genes involucrados en la progresion del ciclo celular y
genes de movilidad y quimiotaxis (Becker et al., 2004; Pessi et al., 2007).

Los bacteroides utilizan como tnica fuente de C los acidos malato y succinato
cedidos por la planta. A cambio de ello, ofrecen a la leguminosa el amonio que son
capaces de obtener por medio de la enzima nitrogenasa. Este metabolismo constituye el
eje central de la simbiosis rizobio-leguminosa. La nitrogenasa confiere a los diazotrofos
la capacidad de reducir el N, a NHy". Esta enzima es en realidad un complejo
multienzimatico, compuesto por dos metaloproteinas, una con un centro hierro-azufre
y molibdeno (Mo), y la otra, con un centro de hierro (Fe). El oxigeno es capaz de inhibir
la enzima, al desnaturalizar irreversiblemente a su cofactor Mo-Fe (Shah & Brill, 1977).
Sin embargo, por medio de un sistema de dos componentes, los rizobios son capaces de
sensar los niveles de este gas y responder a ellos. Este sistema esta compuesto por las
proteinas FixL], donde FixL es un sensor ubicado en la membrana del bacteroide que se

activa cuando el nivel de oxigeno disminuye lo suficiente y entonces transfiere la sefial a
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Fix]. FixJ activa a su vez la expresion de nifA y nifK, encargadas de regular positivamente
la expresion de los genes de la nitrogenasa y de las enzimas encargadas de la biosintesis
de nuevos citocromos, respectivamente. En algunos casos, nifA es capaz de sensar
directamente al oxigeno (Fischer, 1994). Una vez sintetizados todos los componentes
del complejo de la nitrogenasa, esta enzima cataliza la transformacion de una molécula
de Ny a NHy" por medio de reacciones de oxido-reduccion y gracias a la energia

aportada por el ATP. La ecuacion completa de la reaccion es:

Ny+8H +8e- +nATP—2NH3;+ Hy+nADP+n P

El H, se genera como subproducto de la reaccion en la reduccion del N,. El ATP
consumido por cada N, transformado es de 16 moléculas o mas dependiendo del flujo de
protones (Halbleib & Ludden, 2000). Debido a la baja tension de oxigeno necesaria
para que dicha reaccion sea viable, no es casual que el nddulo sea un ambiente reductor,
generado gracias a la proteccion de una capa celular exterior que lo envuelve, formando
una barrera de proteccion a la difusion del oxigeno desde la atmosfera del suelo.
Ademas, la planta suministra al nodulo una proteina muy similar a la hemoglobina de
nuestra sangre, llamada leghemoglobina. Esta proteina es capaz de unir y transportar
oxigeno con gran afinidad, lo que resulta en concentraciones de oxigeno
extremadamente bajas en el nodulo. Sus niveles y regulacion en el nodulo son muy
estrictos, pues se establece un compromiso entre la baja concentracion de O,, imperiosa
para el funcionamiento de la nitrogenasa, y la necesidad de aquél como aceptor final de
electrones en la fosforilacion oxidativa, la cual proveera el ATP necesario para la fijacion
de Na.(Jones et al, 2007) El problema de la difusion de O, también ha requerido la
evolucion de una citocromo oxidasa de alta afinidad por el oxigeno, la que se expresa

exclusivamente en el bacteroide (Preisiget al., 1996).

1.5.6 Senescencia del nodulo

Luego de la floracion y durante el llenado de los granos, sobreviene la senescencia de
los nodulos. El tiempo que lleva este proceso es variable, dependiendo de la planta, de la
cepa de rizobio y de las condiciones del medio ambiente. La senescencia del nodulo esta
marcada por la expresion de proteasas en este tejido, por el incremento de ROS y por la
presencia de proteinas oxidadas y/o deterioradas. Durante este proceso las MPBs se

fusionan y los simbiosomas se van agrupando en una vacuola, que conduce a la lisis de

23



Capitulo I Tesis Doctoral Maria Julia Althabegoiti

los bacteroides (Denison, 2000; Matamoros et al., 1999; Muller et al., 2001; Pladys et al,
1991). Las bacterias que no llegaron a diferenciarse se liberan e incrementan
substancialmente las poblaciones de suelo. Por ejemplo, B. japonicum constituye menos
del 1% de las bacterias totales de la rizosfera durante el periodo de nodulacion, mientras
que pasa a representar mas del 20 % luego de la senescencia (Moawad et al., 1984). Los
rizobios entonces restablecen su metabolismo adaptado al estado planctonico, luego de
lo cual se supone que se establecen en el suelo formando biopeliculas hasta el proximo

ciclo de nodulacion (Perez-Gimenez et al., 2009).
1.6 El problema de la competicion para la nodulacion

Una vez finalizado el ciclo infectivo y transcurrida la senescencia del nodulo, los
rizobios pueden permanecer en el suelo durante largos periodos de tiempo (Sadowski
& Graham, 1998). De hecho, B. japonicum es capaz de sobrevivir en agua destilada
durante mas de un afo a temperatura ambiente y atn crecer si se lo vuelve a diluir en
agua destilada (Crist et al, 1984). También es capaz de duplicarse en macetas con
vermiculita y solucion mineral, permaneciendo viable e infectivo por al menos tres
meses (Lopez-Garcia et al., 2002). Es esperable entonces que en los suelos, atn cuando
los nutrientes sean escasos, los rizobios puedan sobrevivir un tiempo prolongado. La
biomasa bacteriana puede ser de alrededor de 10° a 10° células por gramo de suelo. Los
rizobios son s6lo una pequena fraccion, de alrededor de 10* a 10° células por gramo de
suelo, dependiendo de si hay o no leguminosas, en cuyo caso la poblacion estara cerca
del limite superior. La mayoria de los campos empleados para la agricultura en
Argentina ya han sido inoculados y por lo tanto, se ha desarrollado una poblacion
residente de rizobios noduladores de soja, en general del orden de 10* a 10° rizobios por
gramo de suelo. Esta poblacion aloctona proviene de nodulos que senescieron en
inoculaciones previas y han liberado rizobios, los cuales se han mantenido a lo largo del
tiempo o han transferido horizontalmente genes simbioticos a la poblacion local. Estos
procesos dieron origen a una poblacion residente que puede estar compuesta por cepas
de diversos géneros (Barcellos et al., 2007; Lopez-Garcia et al.,, 2009). Si bien la poblacion
residente proviene de cepas que fueron alguna vez seleccionadas en el laboratorio para
realizar una eficiente fijacion de N, al asociarse con la planta, la deriva genética y la

transferencia horizontal de genes puede haber diluido el potencial de las cepas
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originales. En particular, debe tenerse en cuenta que la alta eficiencia en la fijacion de
N> no es un caracter seleccionado en condiciones naturales, al contrario de la eficiencia
para nodular, por lo cual la deriva genética acaecida las hace mas competitivas para
nodular, pero variables en cuanto a la fijacion de N,. Cuando un nuevo inoculante se
introduce en las semillas, se encuentra en desventaja con respecto a la poblacion del
suelo; asi, la mayoria de los nodulos son ocupados por las cepas residentes. En este
punto debe recordarse que la planta regula la cantidad de nodulos que se forman, a fin
de obtener un balance positivo entre las sustancias carbonadas destinadas a los nodulos
y la cantidad de ureidos 0 aminoacidos que recibe a cambio.

Las leguminosas pueden crecer obteniendo el N de dos fuentes: la fijacion de N,
(discutida mas arriba) o el N combinado del suelo. Estudios en cultivos hidroponicos
mostraron que con cualquiera de estas fuentes de N pueden completar todo su ciclo
vital. Asi, cuanto mayor sea la proporcion de nodulos ocupados por cepas que no sean
buenas fijadoras del N», menor sera la respuesta del rendimiento a la inoculacion y una
mayor proporcion del N asimilado por la planta sera tomado del suelo. Esta limitacion
se ha denominado problema de la competicion para la nodulacion (Triplett &
Sadowsky, 1992).

Entre las leguminosas cultivadas en la Argentina, la soja posee la mayor superfice
cultivada y es una de las principales fuentes de ingreso de dinero en los altimos anos,
produciendo 31 millones de toneladas de grano en la camparnia 2008/9 en la cual se not6
una baja debido a la crisis internacional (Figura 1.6). Dado que la soja tiene una gran

demanda de N con un 2,5 % p/p en el grano y que casi su totalidad se exporta, las
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Figura 1.6 Produccion anual de grano de soja en Argentina desde las campafias 1980/81 a 2008/9. Valores
tomados del Sistema Integrado de Informacién Agropecuaria (http://www.siia.gov.ar).
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consideraciones anteriores indican que si la fijacion de N no es eficiente, junto con ese
grano estamos exportando una parte sustancial de la fertilidad nitrogenada de nuestros
suelos. Aun teniendo en cuenta que la campania 2008/9, fue mala comparada con las
anteriores, en la misma se exportaron 775.000 toneladas de N. Si consideramos la
exportacion agregada de los ultimos 10 anos, la cifra asciende a 8,5 millones de
toneladas de N exportadas dentro de los granos de soja a los mercados asiaticos. Al
contrario de los cultivos, que se reponen ano a afio, la fertilidad perdida por el suelo
puede llevar décadas para recuperarse.

Mucho se ha estudiado acerca de los factores que condicionan la competitividad para
nodular (Sadowski & Graham, 1998; Toro, 1996; Triplett & Sadowsky, 1992). La
competitividad esta relacionada a factores tales como la tolerancia al estrés, la
produccion de bacteriocinas, la susceptibilidad a los protozoos predadores, las
capacidades para utilizar ciertos metabolitos en la rizosfera, las caracteristicas de los
polisacaridos superficiales bacterianos, la produccion de flagelos y fimbrias, la
sensibilidad de respuesta a los flavonoides, entre otros. Ademas, la movilidad de los
rizobios en el sustrato de enraizamiento es muy escasa lo cual puede afectar la
colonizacion rizosférica por parte del inoculante (Horiuchi et al., 2005; Lopez-Garcia et
al, 2002; Madsen & Alexander, 1982; McDermott & Graham, 1989). Estudios de
nuestro laboratorio indicaron ademas, que la posicion de los rizobios respecto de la raiz
puede ser determinante del grado de ocupacion de nodulos por cada cepa (Lopez-
Garcia et al, 2002). Por lo tanto, se ha propuesto que una mejora en el método de
inoculacion y/o en la movilidad de los rizobios inoculados podria permitir mejoras en la
ocupacion de los nodulos por parte de la cepa inoculada. Se sabe muy poco acerca de la
movilidad de B. japonicum en general y de la movilidad en medios porosos no saturados de
agua en particular. Es por ello que para obtener mejoras en la competitividad de los
inoculantes a través de mejoras en la movilidad de los rizobios, también es necesario
generar nuevo conocimiento acerca de este aspecto.

Por tanto, este trabajo de Tesis se ha enfocado hacia el analisis de la movilidad de los
rizobios y en como ésta puede influenciar la infeccion y la competicion para la
nodulacion en diferentes condiciones. En lo que sigue haremos una breve descripcion
del estado actual del conocimiento de la movilidad de las bacterias con énfasis en los

rizobios.
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1.7 Movilidad de las bacterias en el suelo

A pesar de haberse definido a los rizobios como bacilos moviles, en el suelo su
movilidad es muy escasa y la colonizacion efectiva de las raices parece depender de
factores que promuevan su desplazamiento pasivo en el suelo (Madsen & Alexander,
1982; McDermott & Graham, 1989). Estos factores pueden ser la labranza realizada por
el hombre, la actividad de lombrices que abran canales o que transporten las bacterias
sobre si mismas, las raices que los puedan desplazar a medida que crecen, y el agua de
percolacion. Aparentemente, cuando el contenido de agua del suelo es alto, los poros se
saturan y los rizobios pueden nadar en ellos (Horiuchi et al., 2005; Madsen & Alexander,
1982). En contrapartida a los datos de la baja movilidad observada en suelos, algunos
trabajos asignan a la quimiotaxis y la movilidad roles indispensables en eventos
tempranos de la infeccion (Ames & Bergman, 1981; Barbour et al., 1991; Caetano-Anolles
et al., 1988; Gonzalez & Marketon, 2003; Mellor et al., 1987; Miller et al., 2007; Pandya et
al, 1999; Yost et al., 2003). Sin embargo, la mayoria de estos trabajos se ha realizado en
soluciones acuosas o en medios saturados de agua, lo cual no refleja las condiciones del
habitat natural. Para analizar la movilidad en el suelo, deben tenerse en cuenta factores

como el agua disponible o W,, la velocidad de difusion de solutos y/o de

quimioactractantes, la presencia de raices en crecimiento y de otros organismos, la
posibilidad de adsorcion/desorcion de las bacterias a las particulas del suelo, y el estado
fisiologico en el que se encuentran las bacterias (Barton & Ford, 1995; Wattet al., 2006).

Esta discusion acerca de la movilidad y la quimiotaxis en el suelo se ha planteado
pensando que las células se encuentren en estado planctonico. No obstante, no se debe
perder de vista que algunos de los resultados obtenidos podrian deberse a que una parte
considerable del tiempo en el que los rizobios viven en el suelo lo hacen bajo la forma de
biopeliculas y no como células plancténicas, lo cual explicaria la falta de movilidad
observada en los suelos.

Mas alla de los roles que puedan desempenar la quimiotaxis y la movilidad en la
colonizacion, se ha comprobado que los rizobios son capaces de colonizar la rizosfera, el
rizoplano y la endorrizosfera (zonas subcorticales de la raiz) de las leguminosas y de
otras especies como trigo (Lopez Garcia, 2004). Asimismo, las raices de las leguminosas
son eficientemente colonizadas no solo por los rizobios sino también por una gran

variedad de otras especies de microorganismos que compiten por los metabolitos
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presentes en ese nicho. Por ejemplo micorrizas, P. fluorescens y Azospirillum, benefician y/o
mejoran la interaccion de los rizobios con las leguminosas. Siendo estos procesos
habituales en la rizosfera, resulta interesante analizar qué sucede con la movilidad (e
implicitamente con la quimotaxis) de los rizobios en el suelo y cual es su aporte en la
competicion para la nodulacion. Para ello es necesario conocer tanto el suelo como los
sistemas que median estos procesos en las bacterias. Del suelo hemos realizado una
breve descripcion y a continuacion abordaremos la descripcion de los sistemas de

movilidad y quimiotaxis.

1.8 Sistemas de movilidad

Los beneficios de la movilidad incluyen la eficiencia en la adquisicion de nutrientes,
el escape ante sustancias toxicas, la capacidad de colonizar los hospedantes o
superficies y de dispersarse por el medio ambiente. Asi, los microorganismos son
capaces de percibir el medio ambiente con su aparato quimiotactico y transmitir el

estimulo al aparato de movilidad (Alexandre et al.,, 2004).

L8.1 Quimiotaxis

Es interesante entender como un ser vivo de tan solo 1 pm de largo tiene la capacidad
de orientarse y definir la direccion de su desplazamiento. Este comportamiento
depende de una compleja cascada de senalizacion, finamente regulada y con sistemas de
memoria temporal. Esta regulacion ocurre por medio de un sistema de dos
componentes, donde existe un complejo multiproteico asociado a la membrana
plasmatica y un regulador de respuesta en el citosol. El complejo anclado a la membrana
se encuentra formado por un quimiorreceptor, o MCP (en inglés, Methyl-Accepting
Chemotaxis Proteins), por una proteina llamada CheA con capacidad de autofosforilarse
en una histidina, y por otra proteina que ayuda a la transduccion de la senal entre
ambas, llamada CheW (Figura 1.7). El regulador de la respuesta es una proteina
denominada CheY que cataliza su propia fosforilacion tomando el grupo fosfato de
CheA y transfiriéndolo a un aspartato conservado de su secuencia. Una vez fosforilada,
CheY-P difunde hacia el motor del flagelo. Alli acttia como un regulador alostérico
promoviendo el cambio de direccion de la rotacion o alterando la velocidad del motor,

de manera que se genera un rearreglo en los flagelos y se cambia la direccion del
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desplazamiento. A su vez, existen tres enzimas solubles que son reguladores periféricos
de la quimiotaxis: CheZ, CheR y CheB. CheZ es una fosfatasa que se une al complejo
CheY-P para aumentar su velocidad de desfosforilacion. CheR y CheB son enzimas que
metilan y desmetilan residuos de glutamato de la porcion citoplasmica del MCP,
respectivamente. Su funcion es regular la actividad de este complejo receptor generando
una adaptacion y proporcionando a cada célula una “memoria temporal” (Baker et dl,
2006; Berry, 2001). Esta memoria le permitira moverse detectando si se dirige a lugares
de mas o menos concentracion de atractante. Cuando la bacteria se encuentra nadando
en direcciones hacia donde existen atractantes, el MCP no se activa, de modo que CheA
y CheY no se fosforilan y la célula contintia desplazandose en esa direccion. Por el
contrario, cuando la presencia de algtin nutriente en un lugar diferente al lugar hacia
donde se dirige la bacteria es percibida por los MCPs (esto es, la concentracion del
nutriente no aumenta en la direccion del movimiento), se activa la cascada de
fosforilacion y la sefal termina en el motor del flagelo, generando un tumbo en la
bacteria ocasionado por un cambio en el movimiento de los flagelos (Figura 1.8). Este
modelo simplificado corresponde a E. coli y Salmonella thyphimurium, sin embargo las a-

proteobacterias carecen de CheZ y tienen una isoforma alternativa de CheY (Schmitt,
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Figura 1.7 Modelo de sefializacion de la quimiotaxis. Esquematicamente se representan sobre la membrana
plasmatica los quimiorreceptores (MCPs) y el motor del flagelo. En el citosol se ubican las proteinas de
sefializacion: cheA, cheW, cheY, cheZ, cheB y cheR. Se representan dos estados de sistema, en color el estado
activo y en gris el inactivo. Los quimiorreceptores (MCPs) se encuentran como dimeros y en su estado activo
forman trimeros. En verde se muestra la via que activa el sentido horario de rotacion del flagelo y en rojo la que
activa el sentido antihorario (condicion establecida por defecto). La unién de un atractante o la remocién de un
grupo metilo llevan del estado fosforilado activo (verde) al estado desfosforilado inactivo. Tanto la falta o la
liberacion de un atractante como la metilacién del quimiorreceptor llevan al estado fosforilado activo de cheA
(violeta). Modificado de Parkinson et al. (2005).
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2002; Szurmant & Ordal, 2004). También evidencias recientes muestran la presencia de

quimiorectores citoplasmaticos en S. meliloti (Meier & Scharf, 2009).

1.8.2 Flagelos

Los flagelos bacterianos son filamentos de unos 20 nm de diametro y de 10 a 20 pm
de largo (unas 10 veces el largo de la bacteria), que permiten el desplazamiento de las
Bacterias tanto en medios liquidos como en medios solidos. El movimiento en el seno de
un liquido se ha definido como natacion (o swimming) y se genera por rotacion del o los
flagelos cuando la célula esta en estado planctonico. El movimiento sobre una superficie
(o swarming) es un tipo de traslacion en masa, donde las bacterias se hiperflagelan, se
alargan y secretan un surfactante al medio que les facilita el desplazamiento (Harshey,
1994; 2003; Kaiser, 2007). Los arreglos de flagelos pueden ser muy variables, pueden

encontrarse entre uno y ocho filamentos por célula, con disposicion peritrica, polar u

A) Giro en sentido antihorario B) Giro en sentido horario

Figura 1.8 Esquema del swimming en E. coli. Las bacterias nadan cuando los flagelos giran coordinados en sentido
antihorario (A). Cuando uno de ellos se descoordina como consecuencia de un cambio en el sentido de la rotacion
del motor, el manojo se desorganiza y genera un tumbo que reorienta la bacteria (B). Modificado de Berry (2001).
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subpolar (Macnab, 1996). Se han descripto seis tipos de movimiento, siendo el swimming
y el swarming dependientes de flagelos, junto con el twitching (dependiente de los pili tipo
IV) los mas estudiados (Harshey, 2003; Henrichsen, 1972).

Los flagelos de bacterias entéricas como E. coli y S. thyphimurium han sido muy bien
estudiados, estan constituidos por un solo tipo de flagelina y sin vaina que los recubra
(desnudos). La interaccion de las flagelinas, que se asocian por sus dominios Ny C
terminal, es la que determina la estructura que adquiere el filamento. Este tipo de
filamentos se denominan simples, pues al microscopio electronico de transmision se
observa una superficie lisa. Las estructuras helicoidales que adquieren pueden alternar
entre un sentido levogiro o dextrogiro de acuerdo a la conformacion de las flagelinas, y
esto permite que roten en sentido antihorario o sentido horario respectivamente.

En el caso que la distribucion sea de varios flagelos peritricos, durante la natacion de
la bacteria se forma un manojo de filamentos que giran todos coordinados en sentido
antihorario; ante la sefial de CheY-P, al menos uno de los flagelos cambia al sentido de
giro horario, el filamento adquiere conformacion dextrogira y descoordina el
movimiento de modo que la célula da un tumbo (Figura 1.8).

En cambio, bacterias del suelo como S. meliloti y R. lupini presentan flagelos
constituidos por mas de un tipo de flagelina y también sin vaina. En este caso, se forman
dimeros de dos flagelinas diferentes que parecen bloquear el filamento en una
conformacion y solo se pueden formar hélices dextrogiras fijas, capaces de girar en
sentido horario. La superficie de estos flagelos se ve al microscopio electronico como un
patron helicoidal de crestas y surcos (Trachtenberg et al., 1986). Ante la llegada de una
senal al motor del flagelo, éste no cambia el sentido de rotacion, sino que modifica su
velocidad, generando un cambio de direccion en la natacion. Se hipotetiza que este
filamento es mas rigido, lo cual le permite a la bacteria desplazarse en un medio mas
viscoso como es el suelo y el mucilago de la superficie de la raiz.

Si bien muchas especies son capaces de realizar tanto swimming como swarming con
una sobreexpresion del mismo flagelo, otras especies presentan dos sistemas de flagelos
distintos, un flagelo polar y otro lateral. Entre ellas se encuentran Aeromonds,
Agzospirillum, Rhodospirillum, Rhodobacter y Vibrio. En general, los flagelos polares son
expresados constitutivamente en medios liquidos y son empleados para el swimming.

Pueden ser envainados, como es el caso de Vibrio o desnudos, como es el caso de

Aeromonas y Rhodospirillum. La vaina es una prolongacion de la membrana plasmatica, si
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bien se ha visto que presenta algunas proteinas diferentes (Furuno et al, 2000). Su
motor funciona con la energia proporcionada por la disipacion de un gradiente de iones
de Na" acoplado al sistema. En cambio, los flagelos laterales son varios y se expresan
cuando la viscosidad del medio aumenta. Las senales que disparan esta expresion no se
encuentran bien estudiadas, aunque el flagelo polar podria actuar como un
mecanosensor que al hallarse inhibido provoca la expresion de los genes de este nuevo

tipo flagelar (Atsumi et al, 1996). Ademas son simples, sin vaina y funcionan con un

gradiente de protones acoplado (Merino et al, 2006), al menos, en las bacterias

estudiadas hasta el momento.

1.8.2.1 Estructura y funcién

De los aproximadamente 50 genes que son necesarios para la biosintesis del flagelo,
la mitad codifica proteinas estructurales (Aizawa, 2001). El flagelo se divide en tres
subestructuras bien caracterizadas: el cuerpo basal, el gancho y el filamento (Figura 1.9).
Haremos la descripcion desde la base hacia el extremo distal.

El cuerpo basal es la subestructura flagelar mas compleja, ya que posee el motor que
moviliza el filamento. Como cualquier otro motor, el motor flagelar consta de dos
unidades basicas, el rotor, que engloba toda la parte que rota, y el estator, componente
fijo sobre el cual gira el rotor. El rotor esta embebido en la célula y constituido por un
cilindro axial (rod), formado a su vez por 5 proteinas: FliE, FlgB, FlgC, FlgF y FlgG y 4
anillos (en bacterias Gram negativas) (Samatey, 2009). Los dos anillos externos, Ly P,
reciben su nombre por la asociacion al lipopolisacarido y al peptidoglicano, y cada uno
de ellos esta formado por las proteinas, FlgH y Flgl, respectivamente. El anillo interno,
MS, esta en contacto con la membrana plasmatica interna. Se trata de dos anillos juntos
y formados por la misma proteina, FIiF. El estator del motor esta constituido por las
proteinas MotA y MotB ubicadas alrededor del anillo interno y ancladas en la
membrana interna. En motores que funcionan con iones Na’, las proteinas analogas se
denominan PomA y PomB. Otras proteinas del complejo del motor, FiG, FliM y FliN,
son las encargadas de realizar el cambio en la direccion de rotacion del flagelo en
respuesta a las sefales intracelulares, y constituyen el anillo citoplasmatico (anillo C)
(Blair, 2009). El cilindro axial actta como eje conductor del impulso rotativo
transmitiéndolo desde los anillos MS y C al filamento a través del gancho y los anillos L

y P. El anillo MS actaa de plataforma para el complejo conmutador o anillo C al cual se
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conecta a través de la proteina FliG, y el propio anillo C controla la direccion de
rotacion flagelar. En el estator (que rodea el anillo MS) MotB se encuentra anclada por
su gran dominio carboxilo terminal extracitoplasmatico al peptidoglicano de la pared
celular y por un pequefio dominio amino terminal a la proteina MotA, la cual posee
cuatro dominios citoplasmaticos. Se ha observado que una unidad de estator esta
conformada por 4 proteinas MotA y dos MotB, y a su vez, que existen hasta 11 unidades
de estos complejos por flagelo (Blair 2009; Brown et al., 2009; Reid et al., 2006). Cada
unidad forma el conducto para el flujo de iones al interior celular, que provocan la
generacion del impulso rotativo mediante la interaccion entre el estator y algan
componente de los anillos MS-C (Figura L.9).

El gradiente electroquimico que se genera como consecuencia de procesos
metabolicos celulares da origen a la fuerza proton motriz que sera empleada, entre otras
cosas, para activar la rotacion del flagelo. Esta fuerza se convierte en fuerza de torque
gracias al flujo de protones (o iones Na") que atraviesa la membrana plasmatica a través
de MotB (anclada al peptidoglicano y a la membrana plasmatica) y MotA (anclada a la
membrana plasmatica y a FliG). El mecanismo molecular por el cual se genera el paso de
los iones no se conoce con exactitud. La hipotesis mas aceptada sostiene que existen
ciclos de protonacion y desprotonacion del aspartato 32 de MotB, el cual generara un
cambio conformacional en el dominio citoplasmatico de MotA, repercutiendo en FliG y
éste a su vez en el anillo C (Berry, 2001; Blair, 2009; Brown et al., 2009).

El gancho esta formado por multiples copias de una tnica proteina, FIgE, que
polimeriza de forma helicoidal dando lugar a una estructura corta, hueca y curvada, que
pone en contacto al filamento con el cuerpo basal. Dos proteinas asociadas al gancho
(en inglés, Hook-Associated Proteins, HAPs), HAP1 y HAP3, o FlgK y FlgL, ayudan a la
union entre el gancho y el filamento adaptandolos, dado que tienen propiedades
mecanicas diferentes (cap 9: Samatey en JArrel). Las secuencias amino terminal y
carboxilo terminal de FIgE poseen, al igual que las flagelinas, una alta similitud entre
especies (Morganet al., 1993).

El filamento, la parte mas larga, se extiende desde el gancho hasta el extremo distal,
donde se encuentra una proteina que acttia de capuchon (FliD) también llamada HAP2
(Samatey, 2009). Como se ha mencionado anteriormente, la superficie del filamento es
lisa o con crestas y surcos, segin sea un flagelo simple o complejo, respectivamente.
Este constituye un cilindro rigido y hueco formado por la polimerizacion de una

proteina denominada flagelina. HAP2 se ubica al inicio de la polimerizacion del
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Figura 1.9 Esquema del flagelo bacteriano de una bacteria. Se indica la ubicacion en la envoltura celular de los
componentes: el aparato de exportacion, el cuerpo basal (con sus anillos y su cilindro axial), el gancho y el filamento.
Modificado de Berry (2001).

filamento y resulta indispensable para que se mantengan las flagelinas unidas (Maki-
Yonekuraet al., 2003).

En los modelos E. coli y S. typhimurium, se han encontrado hasta 20.000 unidades de la
flagelina FliC formando el filamento (Samatey, 2009). Cuando las especies bacterianas
tienen mas de un tipo de flagelina, generalmente se trata de polipéptidos de alta
identidad entre si, como es el caso del flagelo polar de V. parahaemolyticus que cuenta con
6 flagelinas diferentes (McCarter, 2001), o S. meliloti con 4 (Sourjik et al, 1998), A.
tumefaciens con 4 (Deakin et al, 1999) y R. leguminosarum con 7 flagelinas, 5 de las cuales
son muy similares (Tambalo et al, 2010a). Ademas, pueden ocurrir modificaciones
postraduccionales en estas proteinas, tales como glicosilacion, por ejemplo, en
Campylobacter o incluso R. leguminosarum o fosforilacion de tirosinas, por ejemplo en P.
aeruginosa. (Verma et al., 2006). Las flagelinas tienen entre 300 y 600 aminoacidos, siendo
las regiones amino y carboxilo terminal las mas conservadas entre especies y a lo largo
de la evolucion (Brown et al, 2009). La region central es mas variable en cuanto a
secuencia y tamafio (Wilson & Beveridge, 1993) y es la que confiere antigenicidad
debido a que se halla expuesta luego de la formacion del filamento. Las porciones amino
y carboxilo terminales son las que interaccionan y dan la estructura al filamento. Asi,

Newton et al. (1989), clonaron el epitope de la toxina del colera en la region central de la
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flagelina de S. typhimurium y atn asi, los flagelos seguian ensamblandose y confiriendo
movilidad a la bacteria.

Algunas bacterias tienen el filamento rodeado por una vaina de diferente estructura
quimica. Es el caso de algunos Vibrio sp. o Helicobacter sp., cuya vaina membranosa es
contigua a la membrana externa y similar en composicion (McCarter, 2001). En el caso
de V. alginolyticus se han detectado proteinas diferentes en esta vaina del flagelo polar
(Furuno et al., 2000). Se desconoce como el flagelo rota con relacion a esta estructura, asi
como su funcion, aunque generalmente incrementa la firmeza estructural vy
probablemente permite interacciones especificas adicionales entre bacteria y superficie.

Los flagelos son los nanomotores mas eficientes que existen. Entre la membrana
interna y el espacio periplasmico el gradiente electroquimico que se genera es capaz de
transformarse en trabajo mecanico dirigiendo la rotacion del flagelo y generando trabajo
con una alta eficiencia (Berry, 2001). Los protones atraviesan la membrana plasmatica a
través de varios canales constituidos por las proteinas MotA y MotB, estator del motor,
generando la fuerza de torque y el consecuente el giro de los anillos, el cilindro axial, el
gancho y el filamento. El flujo de protones es de 120 protones por unidad de
MotA/MotB, y al ser al menos 11 de las mismas, mas de 1.200 protones atravesando la
membrana por revolucion (Mora et al,, 2009). Esto permite a las bacterias nadar a una
velocidad muy alta, del orden 15 a 100 pm por segundo. Estos valores representan un

desplazamiento de hasta cien veces la longitud de las bacterias por segundo.

1.8.2.2 Exportacion y ensamblado

La estructura del flagelo comienza a ensamblarse desde el motor, donde la primera
estructura que se ha podido aislar es el anillo MS (Kubori et al,, 1992). FliG y el anillo C
se aiaden posteriormente al anillo MS, sin necesitar ninguna otra proteina (Kubori et al,
1997). Recién alcanzada esa instancia, se ensambla el aparato de exportacion,
compuesto por las proteinas FlhA, FlhB, FliH, Flil, FliO, FliP, FliQ, y FliR, cuyas
funciones no son estructurales pero tampoco se encuentran definidas. Este aparato se
empleara para el transporte de componentes del resto de las estructuras axiales
(Chilcott & Hughes, 2000; Macnab, 2003). Entonces se formara el cilindro axial, con su
parte mas proxima (FlgB, FlgC y FlgF) y la mas distante (FlgG). FliE es necesario para
este ensamblado pero se desconoce su ubicacion. Luego comienza la formacion del

gancho, aunque ésta no contintia hasta que no se ensamblan los anillos Py L (Brown et
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al, 2009). Las proteinas de estas estructuras, Flgl y FlgH, son exportadas al espacio
periplasmico por medio del péptido senal de la via Sec dependiente (Jones et al., 1989).
El ensamblado del anillo P factiblemente necesite de la asistencia de una chaperona. El
gancho es ensamblado y permanece intacto gracias a la presencia del capuchon (FlgD)
en el extremo distal. El mismo es eliminado una vez que se agregan las HAPs. Estas
proteinas adaptadoras se adicionan en orden: HAPI (FlgK), HAP3 (FlglL) y HAP2
(FIiD). Finalmente las flagelinas requeridas para el crecimiento del filamento se agregan
en el extremo distal (Berg, 2000).

El orden en que este ensamblado funciona esta regido, principalmente, por el orden
en que ocurre la transcripcion de los genes tempranos, medios y tardios. Por otra parte,
también existen modelos alternativos que explican como se acopla la traduccion de las
proteinas a la exportacion de las mismas y como esto se ve regulado por la presencia de
chaperonas (Aldridge & Hughes, 2001). Todos los componentes pertenecientes a la
parte axial del flagelo son transportados por el sistema de exportacion, cuyo canal
central es de tan solo 2,5-3,0 nm. Consecuentemente, las proteinas se exportan
desplegadas o parcialmente plegadas, siendo las chaperonas las que impiden el
plegamiento e incluso, en algunos casos, evitan su degradacion en el citoplasma. Entre
las chaperonas descriptas se encuentran FlgN y FIiT cuyos sustratos son FlgK-FlgL y

FliD, respectivamente (Bennett et al,, 2001; Fraser et al., 1999).

1.8.2.3 Regulacion de la expresion de los flagelos

Expresar y mantener activos los sistemas de flagelos implica un alto costo energético
para cualquier bacteria, habiéndose descripto unos 50 genes encargados de la sintesis
del flagelo polar, y otros 40 en la sintesis del flagelo lateral. Sin embargo, el 80% de las
especies bacterianas conocidas tienen flagelo (Soutourina & Bertin, 2003), lo cual nos
indica su importancia adaptativa en los mas diversos ambientes terrestres y acuaticos.
Debido a la complejidad y la cantidad de genes estructurales y de regulacion que se ven
implicados en la biosintesis del flagelo, existe una marcada organizacion en la expresion
del sistema, donde los genes se expresan por jerarquias, de modo de controlar el gasto
de energia celular, adecuandolo a las necesidades fisiologicas. Los modelos basicos de
estudio son las y-proteobacterias como Salmonella o E. coli. En ellos se han descripto tres
clases de genes. Los de Clase I o tempranos corresponden al operon FIhDC, que es
activado por sefiales del medio y codifica para dos activadores transcripcionales, FIhD y

FIhC, cuya funcion es inducir la expresion de los genes Clase II o intermedios. Los genes
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de Clase II codifican, en su mayoria, proteinas pertenecientes al aparato de exportacion
del flagelo, al cuerpo basal y a reguladores de la expresion como el factor sigma 28 (c°°)
y el factor anti-sigma 28, denominado también FlgM. Los genes de Clase III o tardios
estan regulados de forma positiva y negativa por 6*° y FlgM, respectivamente. FlgM se
mantiene en el interior celular donde compite con 6*° por la ARN polimerasa hasta que
el cuerpo basal y el gancho se terminan de sintetizar. Posteriormente se exporta y >

puede activar la sintesis de los genes correspondientes a quimiotaxis, al motor y al

filamento (Chilcott & Hughes, 2000) (Figura 1.10).

Anillo C Cuerpo basal Gancho Filamento

“Aparato de -
.exportacion

BUJBJUI BUBIQIDIN
BUISJUI BUBIQUIDJN

oueol|bopnded

Orden de expresion de genes y ensamblado

Tempranos » Tardios
Reguladores Exportacion y Cuerpo basal Flagelinas
maestros ensamblado Gancho Motor

Anillo C Quimiotaxis

Anillo MS

Otros reguladores

Figura 1.10 Estructura y biosintesis del flagelo bacteriano. La estructura se nuclea a partir de la insercion del anillo
MS. Por debajo de este se encuentra el anillo C que participa en la exportacién y el ensamblado. Las proteinas
exportadas (celeste) pasan a través del canal central y se ensamblan en el extremo distal de la estructura en
formacion. En la parte inferior se detalla el orden de la expresion de los genes, generalmente conservado en
bacterias. Modificado de Mc Carter (2006).
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1.8.2.4 Analogia de los flagelos con los Sistemas de SecrecionTipo 111

El Sistema de Secrecion Tipo III (TTSS) permite la liberacion de proteinas efectoras
de origen bacteriano dentro de células eucariotas, alterando asi distintas funciones de la
célula del hospedador. Esta compuesto aproximadamente de 20 proteinas ensambladas
formando una estructura tipo “aguja® compleja, constituida por una estructura
extracelular hueca y un cuerpo basal cilindrico que funciona como un canal que se
extiende a través de las membranas bacterianas interna y externa y sale por fuera de la
célula bacteriana (Troisfontaines & Cornelis, 2005) (Figura L.11). El descubrimiento de
homologias entre las secuencias de proteinas implicadas en la secrecion de factores de
virulencia de varios patégenos y de las proteinas implicadas en el sistema de
exportacion del flagelo, evidencia que existe un origen comdn en ambos sistemas
(Blocker et al., 2003). Ademas existen similitudes como las estructuras de anillos en las
membranas y un cilindro axial que las atraviesa, la falta de un péptido senal en las
proteinas exportadas y la presencia de chaperonas que acompanan dichas proteinas. En
este ultimo punto hay una pequena diferencia y es que en las proteinas del TTSS las
chaperonas se unen al extremo amino terminal, mientras que en las del flagelo se unen
en el extremo carboxilo terminal (Aldridge & Hughes, 2001). Se ha comprobado que en
algunas bacterias el sistema de exportacion flagelar también puede exportar en forma
paralela otras proteinas. Por ejemplo Campylobacter jejuni es capaz de secretar por medio
de este sistema proteinas antigénicas para el hospedador; y mutantes en flaA, una de las
dos flagelinas que componen el filamento complejo, son inmoviles pero capaces de
secretar dichos polipétidos (Konkel et al., 2004).

En los rizobios los TTSS han sido encontrados en B. japonicum USDA 110, S. fredii
HHI03 y USDA257, M. loti MAFF303099 y R. etli CNPAF512 (Fauvart & Michiels,
2008). En cada caso, se ha observado que mutantes en estos sistemas generan diferentes
respuestas en la simbiosis, de acuerdo a las caracteristicas del hospedador. Su expresion
es inducida por flavonoides y depende de NodD y de una proteina, TTSI, que actuaria
como regulador de respuesta de un sistema de dos componentes. Se cree que TTSI se
une a las cajas tts de las secuencias promotoras de genes relacionados al TTSS activando
la transcripcion (Marie et al., 2004).

Las proteinas exportadas por los TTSS se denominan “proteinas externas de
nodulacion” (o en inglés, Nodulation Quter Proteins, abreviado NOPs). Hasta el momento

se conocen diez posibles Nops: NopA, NopB, NopC, NopD, NopL, NoaM, NopP, NopX
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y NopT, aunque no se ha demostrado experimentalmente su translocacion al
hospedador (Ausmees et al., 2004; Bartsev et al., 2004; Deakin et al., 2005; Rodrigues et al.,
2007; Saad et al., 2005; Skorpil et al., 2005)

1.8.2.5 Flagelos de rizobios

Los rizobios han sido ampliamente estudiados en su relacion con las leguminosas
debido a su interés agronomico. Sin embargo, quizas por ser el flagelo una de las
estructuras que se pierde durante la diferenciacion a bacteroides, no se ha estudiado en
profundidad su regulacion, su composicion y su funcion. Los primeros trabajos fueron
realizados en los flagelos de S. meliloti y R. lupini. En ellos se pudo observar una estructura
tipica de flagelos complejos, en la cual existe sobre la superficie del filamento un patron
de crestas y surcos helicoidales, en contrapartida al aspecto liso de los flagelos simples
(Cohen-Krausz & Trachtenberg, 1998; Krupski et al, 1985; Schmitt et al, 1974;
Trachtenberget al., 1986) (Figura 1.12). Esta estructura confiere mas rigidez, adquiere un
sentido dextrogiro, y consecuentemente, no permite la rotacion en sentido antihorario.
Asi, S. meliloti y A. tumefaciens tienen cuatro genes de flagelina en sus genomas, flaA a flaD,

ubicados en tandem en S. meliloti, mientras que en A. tumefaciens tres de estos se
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Figura 1.11 Esquemas del Sistema de Secrecion Tipo Il (A) y del flagelo bacteriano (B). Ambos muestran una
gran similitud en sus componentes estructurales y su biosintesis. Modificado de Ghosh (2004).
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encuentran contiguos y flaD esta alejado en el mismo cluster. En ambas especies se ha
propuesto que los dimeros se forman con un patron FlaA-FlaX, siendo FlaA
indispensable para que el flagelo sea funcional. R. lupini H13-3 tiene tres flagelinas: FlaA,
FlaB y FlaC, también ubicadas contiguas. Los tamanos de todas las flagelinas varian
entre 306 y 430 aminoacidos, correspondiéndose a masas moleculares de 31,6 kDa y 42
kDa, respectivamente. Comparando los genes de flagelinas en el genoma de cada una de
estas especies, resultan muy similares entre si. Por ejemplo, S. meliloti presenta
identidades de entre 53 % y 81% en sus flagelinas. Sin embargo, si se hace la
comparacion entre especies, este porcentaje se reduce y se debe tnicamente a la
conservacion de los extremos amino y carboxilo terminal. Esta conservacion es
caracteristica de todas las flagelinas (Deakin et al., 1999; Scharfet al., 2001).
Recientemente se ha publicado un trabajo acerca de las 7 flagelinas que posee R.
leguminosarum, 5 de ellas se encuentran ubicadas en el cluster principal del flagelo y
tienen una alta homologia. El tamano de éstas es de entre 31 a 36 kDa. Se observo que
FlaA es indispensable para la formacion del flagelo, pues los mutantes de R.
leguminosarum AflaA carecen de flagelos (Tambalo et al, 2010a). Mientras tanto, en S.
meliloti y R. lupini H13-3 su delecion genera la formacion de un flagelo trunco y conduce a
un fenotipo no movil. FlaB y FlaC de R. leguminosarum también formarian parte del

filamento, ya que mutantes en cualquiera de estos genes producen filamentos mas

Figura 1.12 Microscopia electrénica de transmision. A) Flagelo simple (Kanbe et al., 2007). B) Flagelo complejo
(Krupski et al.,1985). Las barras indican 100nm.
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cortos. Por otro lado, mutantes en flaD, generan un flagelo funcional pero mas fino. La
hipotesis planteada por los autores es que la parte del flagelo mas cercana al gancho
estaria formada por FlaA, mientras que FlaB y FlaC se encontrarian en la region distal, y
FlaD modificaria de alguna manera el diametro del filamento en toda su longitud. El
resto de las flagelinas, FlaH, FlaE y FlaG muestran un menor nivel de expresion y no
parecen formar parte importante de la estructura. Por otro lado, contrariamente al
aspecto de los flagelos de S. meliloti y R. lupini, las microscopias electronicas muestran la
superficie de los filamentos de R. leguminosarum lisa, como la de los flagelos simples.
(Tambalo et al,, 2010a). Finalmente la distribucion de los flagelos en S. meliloti (entre 5 y
10) y R leguminosarum (entre 4 y 7) es peritrica.

Hasta el momento en que se inicio este trabajo de Tesis habia muy poca informacion
sobre los flagelos de B. japonicum. La tinica publicacion databa del afio 1991, y es un
trabajo enfocado principalmente en la quimiotaxis de B. japonicum 110spcl04, donde
ademas realizan una microscopia electronica y encuentran un flagelo subpolar con
estructura compleja (Kape et al., 1991) (Figura 1.13).

Por lo tanto, en el caso particular de B. japonicum resulta interesante el estudio de la
movilidad en general y de los flagelos en particular, debido a la falta de conocimiento
existente y al hecho de que los trabajos anteriores de nuestro laboratorio senalan a la
movilidad como un factor crucial en la competitividad para nodular soja. Asi, esperamos
contribuir al conocimiento basico de la movilidad mediada por flagelos en esta especie,
y al desarrollo de aplicaciones en la produccion de inoculantes mas competitivos para
nodular soja en campos con poblacion residente de rizobios noduladores de dicha
leguminosa. Con ello esperamos lograr una ampliacion del conocimiento generado que
promueva aumentos de rendimiento del cultivo de soja en forma sustentable.

Figura 1.13 Microscopia electronica de
transmision del flagelo de B.
japonicum 110spcd4 (Kape et al.,
1991). Sobre la superficie pueden
apreciarse irregularidades tipicas de
los flagelos complejos similares a las

mostradas en la Figura .12.B. La
barra indica 100nm.
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L9 Objetivos de este Trabajo de Tesis

1.9.1 Objetivo general

Generar nuevo conocimiento acerca de la movilidad de B. japonicum. A partir de ello
procurar una mejora en la competicion para la nodulacion de las cepas de B.

japonicum empleadas como inoculantes.

1.9.2 Objetivos especificos:

- Analizar el comportamiento de una cepa de mayor movilidad en la competicion
para la nodulacion, seleccionada de forma natural (sin manipulacion genética) y
mediante una técnica reproducible.

- Analizar la estructura de los flagelos de B. japonicum, su expresion y su

contribucion a la simbiosis con soja en medios porosos a capacidad de campo.
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I1.1 Cepas y plasmidos

Las cepas bacterianas, plasmidos y cebadores utilizados durante esta Tesis se
detallan en las Tablas Il y IL2 respectivamente junto con sus principales
caracteristicas.

Tabla IL1 Cepas bacterianas

Cepa Caracteristicas relevantes Referencia
E. coli DH5a recA, AlacU169, ®80dlacZAMIS. Bathesda Res. Lab
E. coli S17-1 E.coli294 RP4-2-Tc:Mu-Km::Tn7  Simon et al., 1983

integrado en su cromosoma

USDA 110 Cepa salvaje Nod” Fix" Cm" Departamento de
Agricultura de Estados
Unidos (USDA)

B. japonicum LP 3004 Cepa derivada de B. japonicum Lodeiro et al., 2000

USDA 110. Cm", Sm"
B. japonicum LP 3008 Cepa derivada de B. japonicum 3004 Althabegoiti et al., 2008

mds movil

B. japonicum LP 6865 Derivado de LP 3004 AblI6865- Esta Tesis
bl16866. Sp*, Sm"

B. japonicum LP 6866 Derivado de LP 3008 Abll6865, Esta Tesis

bl16866. Cm® | Spc®, Sm"*

B. japonicum LP 5843 Derivado de LP 3004 Abll5843- Esta Tesis
blI5846. Cm" , Sm", Km"

B. japonicum LP 5844 Derivado de LP 3008 AblI5843- Esta Tesis
blI5846. Cm", Sm", Km'

B. japonicum LP 6543 Derivado de LP 3004 AblI6865- Esta Tesis
bl16866 Abl15843-bl15846. Cm"® Spc”,
SmR, Km~

B. japonicum LP 6644 Derivado de LP 3008 Abll6865- Esta Tesis

bl16866 Abl15843-bl15846. Cm" ,Spc”,

SmR, Km~
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Tabla I1.2 Plasmidos
Plasmidos Caracteristicas relevantes Referencia
pRK2013 ColE1 replicon, tra” de RK2,Km" Figurski et al. 1979
pGemT-easy' Vector multicopia, Ap® Promega®
pK18mob Mob’ Km?", suicida en rizobios Schafer eral., 1994
pGl18mob2 Mob’ Gm"®, suicida en rizobios Kirchner et al., 2003
PBBRIMCS4 Ap', amplio rango de huésped Kovach et al, 1995
pHP45Q ApR, Sm®, SpR, donador del interposon Q Prentki et al, 1984
Sm/Sp
pHP45Q-Km ApR . Km®, donador del interposon Q Km Fellay et al., 1987
PMJAOL Derivado del PGemT-easy con el fragmento Esta Tesis
intergénico entre bll6864 y bll6865 (reg 1)
comprendido entre las bases 7560766 y
7561159
PMJAO2 Derivado del PGemT-easy con el fragmento Esta Tesis
intergénico entre bll6866 y bll6867 (reg 2)
comprendido entre las bases 7563367 y
7563627
pPMJAO3 Derivado del pkl8mob llevando el fragmento Esta Tesis
intergénico regl
pPMJA04 Derivado del pMJAO3 llevando el fragmento Esta Tesis
intergénico reg?2
PMJAO5 Derivado del pMJAO04, lleva ambos fragmentos Esta Tesis
regl y reg? y el cassette QSm/Spc
PMJA06 Derivado del pGemT-easy con el fragmento del ~ Esta Tesis
gen blI5843 (reg3) comprendido entre las bases
6410133 y 6410727
PMJAO7 Derivado del pG18mob2 llevando el fragmento Esta Tesis
reg3
PMJAO08 Derivado del pBBRIMCS4 llevando un Esta Tesis
fragmento del gen blI5846 (reg4) comprendido
entre las bases 6418519 y 6418950
PMJAQ9 Derivado del pMJAOQ7, llevando el fragmento Esta Tesis
reg4 proveniente del pMJAO8
PMJAIO Derivado del pMJA09, lleva ambos fragmentos, ~ Esta Tesis

reg3 y reg4, y el cassette Q-Km.
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I1.2 Plantas

Se trabajo con Glycine max (soja), variedad Don Mario 4800, provista por el Ing. Agr.
Alejandro Perticari del Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola del Centro de

Investigaciones en Ciencias Agropecuarias de INTA (Castelar, Pcia. de Buenos Aires).
I1.3 Medios de cultivos para microorganismos y plantas.

I1.3.1 Medios de cultivo de microorganismos

El medio extracto de levadura-manitol (YEM) (Vincent, 1970a), se compone de:
extracto de levadura 0,4 g "', manitol 10 g I, NaCl 01 g 1 MgSO47H,0 0,2 g 1,
K,HPO, 0,5 g1"". El medio YEM agarizado se prepar6 con agar 1,5% (p/v) y rojo congo
0,25% (p/v). La esterilizacion se realizo durante 20 minutos a 121°C en autoclave.

El medio minimo de Gotz (Gotz et al,, 1982) se prepar6 siempre con agua bidestilada.
Su composicion es: manitol 5,00 g1, K;HPO4 1,06 g 1, KH,PO4 0,53 g 17, MgS04 0,25 g
1", (NH4)2804 0,13 g I, CaCl, 15 mg 1", NaCl 5,85 mg 1", Na;MoO, 2,42 mg 17, FeSO,4
7H,0 0,28 mg 1, biotina 20 ug 1", tiamina-HCI 20 ug 1", riboflavina 20 ug 1", acido p-
aminobenzoico 20 ug 1", piridoxina 20 pg 1. La mezcla de manitol, 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 humedo y se agregaron a la mezcla anterior una vez enfriada. Las
mezclas de vitaminas y la solucion de sulfato ferroso fueron esterilizadas por filtracion
por membrana (filtros Millipore de 0,22 um) y luego agregadas al resto del medio
esterilizado, una vez enfriado.

En algunas ocasiones se cambio la fuente de carbono del medio, utilizandose L-
arabinosa, gluconato de sodio o extracto de levadura al 0,1%. Las mismas fueron
esterilizadas individualmente por calor hiimedo en soluciones 1% y también fueron
agregadas al medio junto con el calcio y el magnesio.

El medio HM salino contiene Na,HPO, 0,125 g 1", Na,SO4 0,25 g I, NH4C1 0,32 g 17,
MgS0..7 H,0 0,18 gl”, FeCl; 4 mg 1", CaCl,.2H,0 13 mg 1!, HEPES 13 g1y MES 1,1 g1,
Se lo suplemento con extracto de levadura, I-arabinosa y gluconato de sodio 1g1". Las

soluciones de NH4Cl, MgSOy4, CaCl, se esterilizaron individualmente en autoclave 20
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minutos a 121°C y la de FeCl; por filtracion por membrana (filtros Millipore de 0,22
pum). Estas soluciones se agregaron en esterilidad luego de autoclavar el medio.

Fl medio PSY contiene peptona 1 g 1", extracto de levadura, 1 g 1", KH,PO, 0,53 g 1"
KH,PO4 03 g 1", Na, HPO, 0,3 g 1", MgS0O,.7 H,0 0,1 g I', CaCl, 0,05 g I y
micronutrientes: Na;MoO42H,0 0,1 mg 1", ZnSO4 2H,0 1 mg 1", Fe Cl; CuSO4 .5H,0
0,5 mg ', MnCl, 0,15 mg 1", H3BO; y biotina 0,2 mg I'. En forma independiente se
autoclavaron el MgS04.7 H,O y el CaCl,2H,0 para completar el medio. La solucion de
micronutrientes se esterilizo por filtracion con filtros Millipore de 0,22 pm y se preparo
en un stock 1.000 X.

Fl medio de Luria-Bertani (LB) esta compuesto por triptona 10 g 1", extracto
levadura 5g1", CINa5g1” glucosalgl™.

Los medios PSY y LB solidos se obtuvieron agregando 15 g 1" de agar, y el medio
semisolido de Gotz agregando 3 g 1™,

Las cepas de E. coli fueron crecidas a 37°C en el medio LB y las cepas de B. japonicum
fueron crecidas a 28°C en los medios YEM, Gotz, PSY o HM segun el experimento

realizado.

11.3.2 Solucion para el cultivo hidropénico de plantas

Se utilizo la solucion de Fihraeus modificada (FMS) (Lodeiro et al., 2000): CaCl,.2
H,0 0,11 g 1" MgS0,4.7 H,0 0,12 g I'; K;HPO, 0,20 g I'; KH,PO4 0,17 g 1", NaCl 60 g 1
citrato férrico 5mg 1", y los siguientes micronutrientes: KC1 3,73 mg1”, H;BO;1,55 mg
1", MnSO,4 H,0 0,85 mg I, CuSO; 5 H,0 0,13 mg 1", ZnSO4 7 H,O 0,58 mg 17,
(NH4)6M0;0,4 4 H,0 18 mg 1" pH=7.,0. Esta solucion se preparo en agua bidestilada. La
preparacion de fosfatos, cloruro de sodio, citrato férrico y micronutrientes se esterilizo
por calor hiimedo 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 1.000 X previamente esterilizadas por calor hamedo.
I1.4 Procedimientos microbiologicos
11.4.1 Conservacion de las bacterias
Para mantener a largo plazo las cepas, se crecieron previamente hasta fase

logaritmica tardia en YEM o LB segtn fuesen rizobios o E.coli respectivamente, y se
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suplementaron con glicerol al 25% (v/v) y 50% (v/v) para su conservacion a -20 ‘Cy -
80°C.

Para uso rutinario, alicuotas de estas reservas se hicieron crecer en YEM solido con
los antibioticos correspondientes y se mantuvieron a 4°C por periodos que no

excedieron de 60 dias.

11.4.2 Cultivos bacterianos y preparacion de inoculos

Para la mayoria de los ensayos, los cultivos se iniciaron a partir de reservas en medio
solido mantenidas a 4°C y se hicieron crecer en el medio de Gotz 28°C con agitacion
rotatoria a 180 rpm hasta saturacion. Este cultivo se diluyo 1:100 en el mismo medio
fresco y se dejo crecer durante tres 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 continu6 su cultivo en las mismas condiciones hasta la fase de
crecimiento deseada. Exceptuando la dilucion final, las restantes se hicieron con el
agregado del antibiotico correspondiente.

El crecimiento en medio de Gotz semisolido se realizo inoculando las placas con un
palillo en la parte central y permitiendo el crecimiento durantes 13 a 15 dias. Las placas
se colocaron en estufa a 28°C con la tapa hacia arriba y cubiertas con parafilm para

evitar su desecacion.

11.4.3 Estimacion de la biomasa y recuento en placa

La biomasa se estimo6 por lecturas de densidad optica a la longitud de onda indicada,
500 nm para B. japonicum y 600 nm para E. coli. El nimero de células viables se estimo 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
Gotz solido (Lopez Garcia, 2004). Las placas se incubaron a 28°C y las colonias fueron
visibles a partir de los 5 dias. De forma alternativa, se empleo6 el método de la gota para
realizar los recuentos de UFC (Hoben et al., 1982), en el cual se colocan gotas de 5 pl,
en las que se puede contar entre 5y 40 UFC. Se colocaron de 10 a 15 gotas por dilucion y

se realizaron 3 diluciones por placa.
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11.4.4 Antibioticos

Los antibioticos se prepararon en agua bidestilada (exceptuando la espectinomicina,
que se prepar6 en metanol) a una concentracion 1.000 X y se esterilizaron por filtracion
por membrana (filtros Millipore de 0,22 pm). Las concentraciones finales en los medios
de cultivo fueron (en pg ml™):

~Para Escherichia coli: kanamicina sulfato (Km) 25 pg ml”, ampicilina (Ap) 200 pg ml™,

estreptomicina (Sm) 100 pg ml”, espectinomicina (Sp) 100 pg ml”, y gentamicina
(Gm) 10 pgml™.

~Para B. japonicum.: Km 150 pg ml”, Sm 400 pg ml”, Sp 200 pg ml™ y Gm 100 pg ml™.

11.4.5 Preparacion de células electrocompetentes de E. coli

La preparacion de células electrocompetentes fue realizada segun Tung y Chow
(1995), con leves modificaciones. Se inocularon 300 ml de medio LB sin NaCl, con 1 ml
de un cultivo de la cepa E. coli DH5a., que habia sido crecida desde el dia anterior. El
cultivo fue incubado a 37°C y agitado a 180 rpm en agitador orbital hasta que se alcanzo
una densidad optica a 600 nm de 0,6 unidades; momento en el cual se procedio al
enfriamiento del cultivo en agua hielo durante 30 minutos. Luego, las células se
centrifugaron 15 minutos a 4.000 x g. y se lavaron con 50 ml de glicerol 10% frio. Este
procedimiento se realizo dos veces a 4°C. Las bacterias se resuspendieron suavemente

en glicerol 10% frio y se fraccionaron en alicuotas de 100 pl, que se conservaron -80°C.

11.4.6 Electrotransformacion de células electrocompetentes de E. coli

Los vectores plasmidicos construidos requeridos se introdujeron en células
electrocompetentes de E. coli DH5a y S17-1, mediante la técnica de
electrotransformacion. Para este procedimiento se utilizé un equipo Gene Pulser (Bio-
Rad) y cubetas comerciales de 0,2 cm de ancho (Gene Pulser Cuvette Bio-Rad), bajo las
condiciones recomendadas por el fabricante (25pF, 2@ 2,5 kV). Inmediatamente
después de la electrotransformacion, se adiciono a las células 1 ml de medio LB fresco, y
la mezcla se incubo 1 hora a 37°C para permitir que los plasmidos introducidos se
replicaran. Pasado este tiempo, se plaquearon las bacterias en medio LB solido selectivo

y se incubaron el tiempo necesario en estufa a 37°C.
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11.4.7 Conjugaciones triparentales

Las conjugaciones fueron realizadas empleando la técnica de Simon (Simon et dl,
1989) con modificaciones menores segtin se indica a continuacion. Las cepas aceptoras
de B. japonicum fueron crecidas en el medio PSY sin antibiotico durante 5 dias hasta una
DOsoonm aproximada de 0,5 unidades. Las cepas de E. coli se diluyeron a medio LB fresco
sin antibiotico 3 o 4 horas antes de la conjugacion y se dejaron alcanzar una DOgr0nm
similar. Las cepas de E. coli que se utilizaron fueron la DH5a con el plasmido que se
desea transferir y la que lleva el plasmido pRK2013 (Figurski & Helinski, 1979), el cual
aporta en translos genes necesarios para la movilizacion.

Para realizar la conjugacion se mezclaron 0,4 ml de cada una de las cepas de E. coli
con 0,7 ml del cultivo de la cepa receptora en un tubo de polipropileno de 1,5 ml y se
centrifugaron a 640 x g durante 8 minutos. El precipitado fue resuspendido suavemente
en 50-75 pl del mismo medio. Dicho resuspendido fue colocado en placas de PSY solido
en forma de gota y se incubd durantes durante 48 horas a 28°C. Luego la gota fue
resuspendida en 1 ml de medio YEM fresco y plaqueda en el/los antibiotico/s
correspondiente/s para la seleccion de transconjugantes. El mismo procedimiento se

realiz6 como control para cada una de las cepas.

I1.5 Técnicas de biologia molecular

11.5.1 Preparacion de ADN plasmidico

Los plasmidos de E. coli fueron preparados por la técnica de lisis alcalina descripta
por Sambrook (Sambroock, 1989). Brevemente, se suspendieron bacterias crecidas en
medio solido en una solucion Tris-HCI 50 mM, EDTA 10 mM, pH-=8.0. Se agreg6 luego
una solucion de NaOH 0,2 M, SDS 1% y se mezclo por inversion suave. Finalmente, se
agregd una solucion de KAc 3 M, pH=4.8 mezclando suavemente. Luego se centrifug6 la
mezcla a 14.000 x g durante 15 minutos a 4°C y se agregqullzle silica clean. Se
centrifugo a 14.000 x gy se lavo el sedimento tres veces con una solucion de NaCl 50
mM, Tris 10 mM pH-=7.5, EDTA 2,5 mM y etanol 50%. Posteriormente se dejo secar y se
resuspendi6 en 20-30 pl de agua bidestilada, se incubo durante 5 minutos a 65°C, se

centrifugo a 14.000 x gy se tomo el sobrenadante conteniendo el ADN plasmidico.
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I1.5.2 Extraccion de ADN total

Se utilizaron dos técnicas de extraccion de ADN total para molde de reaccion de la
polimerasa en cadena (ver mas adelante):

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

- Extraccion fenolica: se centrifugaron a 14.000 x g 1,5 ml de un cultivo bacteriano de
la cepa correspondiente en fase exponencial tardia durante 15 minutos. Las células se
lavaron en 200yl de N -lauril sarcosina al 0,1% en TE y se centrifugaron a 14.000 x g. A
continuacion, se resuspendieron en 300pl de TE, se anadi6 100 pl de lisozima 1 mgml”
(en sacarosa 20%), se incub6 una hora a 37°C y luego se agregaron 10@l de pronasa
[2,5 mg ml, en buffer Tris EDTA (TE)] y 100ul de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 5%
en TE. Se mezclo por inversion y se incubod a 37°C durante 1-2 horas. Luego, se
precipitaron los restos celulares con 125pl de una solucion de NaCl 5 M en TE
previamente esterilizada en autoclave. Se incub6 en hielo 30 minutos, y se centrifugo.
Posteriormente, a la solucion de ADN se le afnadi6 un volumen de fenol y se agit6 con
vortex vigorosamente durante un minuto, se dejo reposar y se mezclo nuevamente de la
misma manera durante otro minuto. Se centrifugd durante cinco minutos, pasando a
continuacion 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. E1 ADN se precipit6 anadiendo tres volumenes de etanol
100% a -20°C, se mezclo por inversion y se incubo a -20°C un minimo de dos horas.
Finalmente, se centrifugo a 14.000 x g durante 15 minutos y el precipitado se lavo con
0,5 ml de etanol al 70%, se seco al vacio durante 20-30 minutos y el ADN seco se

resuspendio en 25-50 pl de agua bidestilada estéril.

11.5.3 Extraccion de ARN total

La extraccion de ARN total de B. japonicum se realizo a partir de cultivos en fase
exponencial tardia los que fueron centrifugados a 14.000 x g durante 40 minutos a 4°C.
Posteriormente, los precipitados se resuspendieron en buffer TE pH 8 y las muestras se

sometieron a ultrasonido para ayudar a la lisis bacteriana, en un volumen pequeno del

mismo medio de cultivo en el cual crecieron las bacterias y en hielo. La lisis finalmente
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se completo con la adicion del Trizol (Invitrogen). Posteriormente se siguieron los
pasos indicados por el fabricante. Una vez obtenido el ARN total este se cuantifico por
medida de su absorbancia a 260 nm y se trat6 cada muestra con ADNasa [ (Invitrogen)
segtin lo indica el fabricante para eliminar cualquier contaminacion de ADN que
existiese.

El ARN se resupendio en agua bidestilada tratada con DEPC. Se verifico la ausencia
de ADN realizando una PCR previa a la retrotranscripcion. La muestra conteniendo

ARN se conservo a -80°C.

11.5.4 Transcripcion reversa

En una primera etapa se realizo la retrotanscripcion con la enzima SuperScript 111
(Invitrogen) utilizando hexameros al azar (random primers) para obtener los ADN
complementarios (ADNc) de LP 3004 y LP 3008 segtn las indicaciones del fabricante.
En una segunda etapa, se realizaron las reacciones de PCR para cada gen de interés en

cada una de las cepas, en tubos separados y utilizando como molde el ADNc.

I1.5.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los ensayos de PCR fueron realizados empleando un ciclador térmico. La
composicion de las mezclas de reaccion fue: buffer Tris-HCI 50 mM pH=8.3, 3 mM
MgCly; 200 pM dNTP’S; 2 U de Taq polimerasa y 10 pM de cada uno de los cebadores
(primers), completando un volumen final de mezcla de reaccion, para todos los casos,
de 20 pl. Los cebadores empleados estan listados en la Tabla II.3. y fueron sintetizados
por encargo en Operon Comp. (EE.UU.).

El ciclado se hizo respetando el esquema basico de una desnaturalizacion inicial de 3
minutos; 35 ciclos de desnaturalizacion, pegado (annealing) y elongacion; y por tltimo,
una elongacion final. En todos los casos, la desnaturalizacion se realizo a 94°C y la
elongacion a 72°C (temperatura Optima de elongacion de la Taq polimerasa).
Dependiendo del juego de primers utilizado, se fijo la temperatura de annealing y los
tiempos los determino el largo del fragmento que se quiso amplificar en cada caso.

Al finalizar las reacciones de PCR, 10 pl de cada uno de los productos fueron

separados por electroforesis en gel de agarosa.
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Tabla I1.3 Cebadores utilizados

Cebadores Secuencia Referencia

M13 Fw GTAAAACGACGGCCAGT Producto comercial
MI3 Rv GCGGATAACAATTTCACACAGG Producto comercial
nptll Fw GATTGTCTGTTGTGCCCA Dra Hozbor

nptll Rv CGGTGGATGACCTTTTGAAT Dra Hozbor
Spc/Sm CGGTGGATGACCTTTTGAAT Quelas et al., 2010
regl Fw TCCAGCAGATTGTTGAGCAG Esta Tesis

reg 1 Rv CAACCAGAACAGCCAGAGCA Esta Tesis

reg 2 Fw CTTTGGACTGATGTGGGTGG Esta Tesis

reg 2 Rv TGCCGTTCAAGATGCTGTTC Esta Tesis

reg 3 Fw GTGGTCAGACCGAGCTTAT Esta Tesis

reg 3 Rv CAGCAACGTGCTCTATACCG Esta Tesis

reg 4 Fw GACGTTGGACTTGGTGGAGT Esta Tesis

reg 4 Rv GTTAGAGGTCTCGGCACCAG Esta Tesis
bll6864 FwCh ACAGCTCGTAACCGGAATTG Esta Tesis
bll6867 RvCh CAGATTCCGGACCTCAACTC Esta Tesis
bll15843 FwCh GTCAAATGGTTCGCCTGAAG Esta Tesis
bl15843 RvCh TCTCCATCAACGCTTTCGTA Esta Tesis

int bl16865-6 Fw GACAGGTTGGGTCCTTCACA Esta Tesis
bl16864 Rv TCCAGCAGATTGTTGAGCAG Esta Tesis
bl16867 Fw TGCCGTTCAAGATGCTGTTC Esta Tesis

int bll6865-6 Rv GGCTTGTGGCTCTGTGACTC Esta Tesis

fliCI Fw CCTCACCAACTCGTCTGCAA Esta Tesis
fliCIRv CCGTGTTCAGAGCGGTGTATT Esta Tesis

fliCIT Fw GGTTACATCGCGCAGGTCA Esta Tesis

fliCIT Rv GGGTGGACTCCTGGTTCATGT Esta Tesis

fliCl Fw CGATGGCACCACCGTACTGT Esta Tesis

fliCI Rv ACCGCGGTTCCCTCATAGA Esta Tesis
fliC234 Fw CGGCTCCTTTGCAAGCACT Esta Tesis
fliC234 Rv TTCACGGTCAGCGTATCGC Esta Tesis

52



Capitulo I Tesis Doctoral Maria Julia Althabegoiti

Tabla I1.3 (continuacion)

Cebadores Secuencia Referencia
int fliCI-II Fw TTCACGGTCAGCGTATCGC Esta Tesis
int fliCI-II Rv TTCACGGTCAGCGTATCGC Esta Tesis
int fliC1-2 Fw CTCCAGCTGCTCCGCTAGTAA Esta Tesis
int fliCI-2Rv ACTGACGCCGAGAGAACGA Esta Tesis
int fliC2-3 Fw GGCAGACATCGCAAGCAA Esta Tesis
int fliC23Rv ACCATAAGCGGGTGGGAAG Esta Tesis
int fliC3-4 Fw ACATCGCAAGCAAGATCCG Esta Tesis
int fliC3-4Rv GCAACGCAACAAACTTCGATT Esta Tesis
sigA Fw CTGATCCAGGAAGGCAACATC Hauser et al., 2006
sigA Rv TGGCGTAGGTCGAGAACTTGT Hauseret al,, 2006

11.5.6 Tratamientos enzimdticos del ADN

Las digestiones con enzimas de restriccion se realizaron siguiendo las indicaciones
de temperatura y buffer propuestas por el proveedor de las enzimas y las
recomendaciones descriptas en Sambrook et al. (1989). Las reacciones se llevaron a cabo
habitualmente con 0,5-5 pg de ADN en agua libre de ADNasas, el buffer
correspondiente suministrado en el kit comercial (10 X) y 0,5-1 unidad de la enzima a
utilizar en un volumen final de 20 pl. Las mezclas de reaccion fueron incubadas a la
temperatura optima de las enzimas utilizadas por un periodo de tiempo de al menos de

dos horas.

11.5.7 Electroforesis en geles de agarosa

La electroforesis horizontal en geles de agarosa fue la técnica que se utilizo para
observar las diferentes clases acidos nucleicos y los productos obtenidos del
tratamiento con enzimas de restriccion, asi como los de las reacciones en cadena de la
polimerasa. El porcentaje de agarosa de la solucion (0,8-1,5% p/v) preparada empleando
solucion tampon Tris-borico-EDTA (TBE, Tris 89 mM, EDTANa; 2,5 mM, BOs;H; 89
mM, pH 8,2) se eligio segtn el producto que se deseaba observar. Las muestras se
mezclaron para su siembra con solucion de carga (sacarosa 40%, azul de bromofenol
0,25% en una relacion 5 pl solucion de ADN en agua o TE/pl solucion de carga) y las
corridas se realizaron a voltaje constante (80 a 120 volts), utilizando como solucion

tampon de corrida el mismo TBE.
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I1.5.8 Revelado de geles y fotografia

La visualizacion de los fragmentos de ADN se realizo con el agregado de 0,5 pg ml”
de bromuro de etidio a los geles de agarosa por transiluminacion con luz ultravioleta de
A-260 nm. Como marcador de peso molecular se utilizo ADN del fago A digerido con
HindIII. El registro de los resultados se realizo mediante fotografia de los geles con una
camara digital Kodak modelo DC 120 (software-EDAS-Kodak) bajo iluminacion

ultravioleta.

11.5.9 Secuenciacion de los fragmentos de ADN
El ADN fue secuenciado utilizando un analizador ABI3730XL, por encargo en

Macrogen Inc. (Corea del Sur).
I1.6 Manipulacion de proteinas

11.6.1 Obtencion de flagelina

Los cultivos se crecieron a 180 rpm y 28°C, durante el tiempo requerido. En el
momento de ser procesados se preenfriaron en agua-hielo, se agitaron por vortex cada
uno durante 4 minutos y se centrifugaron a 11.000 x g durante 30 minutos. El
sobrenadante se precipité con PEG 1,33% y NaCl 166 mM finales durante dos a tres
horas a 4° C. Posteriormente se centrifugaron a 15.000 x g durante 40 minutos y el
precipitado se resuspendio en el menor volumen posible. En los casos en que el volumen
fuera muy grande se volvio a centrifugar en tubos de polipropileno de 1,5 ml a mayor
velocidad con el fin de concentrar mas la muestra. El precipitado resuspendio en agua y

buffer de siembra de geles desnaturalizantes (Laemmli, 1970).

11.6.2 Extraccion de flagelina de cultivos crecidos en medio de Gotz con diferentes fuentes de carbono
En este caso la extraccion se realizo con el mismo protocolo, pero se prepard el
medio de Gotz con la composicion salina base y cada una de las fuentes de carbono por
separado (en una concentracion 10 X). Cada medio se complet6 en esterilidad luego de
autoclavar. En estas purificaciones se realiz6 una pequena modificacion del protocolo a
fin de analizar si se perdia flagelina en alguna de las fracciones. Dicha modificacion se

describe en el Capitulo IIL
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11.6.3 Obtencion de proteinas extracelulares

Se siguio la técnica descripta por Finnie et al. (1997). Las proteinas extracelulares se
prepararon a partir de 150 ml de sobrenadante de cultivo. Para esto, las células se
centrifugaron a 15.000 x g por 45 minutos dos veces y se separo el sobrenadante. Sobre
el mismo se agrego acido tricloroacético (TCA) hasta una concentracion final de 7,5%
(v/v) y se incubo a 4°C toda la noche. El precipitado se centrifugé a 15.000 X g por 45
minutos a 4°C y se lavo 2 6 3 veces con etanol 70% frio y finalmente con acetona para
eliminar los restos de TCA. El precipitado se resuspendio en agua y buffer de siembra de

geles desnaturalizantes (Laemmli, 1970).

1164 Andlisis de proteinas mediante geles de poliacrilamida discontinuos en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Se empleo la metodologia de Laemmli (1970). Los geles de apilamiento se prepararon
con 5% de poliacrilamida en Tris -HCI a pH 6,8, mientras que los de separacion se
hicieron con 12,5% de poliacrilamida en Tris-HCl a pH 8,8. En ambos casos con el
agregado de SDS y B-mercaptoetanol, para obtener desnaturalizantes y disociantes. Las
corridas se llevaron a cabo durante 30 a 60 minuntos a voltaje constate de 100 o 130

volts.

I1.6.5 Tincion de las proteinas

-Tincion Coomassie Blue R-250: para esta tincion el gel se incub6 en solucion de
tincion (0.2% Coomassie Blue R-250 disuelto en agua bidestilada, metanol, acido
acético (45:45:10) por al menos 1 hora. Para la visualizacion de las bandas el gel se
destifi6 en una solucion agua:metanol: acido acético en proporcion

- Tinci6n con Nitrato de Plata: luego de la corrida electroforética el gel se fijo por al
menos 2 horas en solucion conteniendo: metanol, acido acético y agua (50:10:40).
Posteriormente se procedio al lavado del gel con etanol 50% y una vez con etanol 30%.
Se realiz6 luego un tratamiento con Na,S;0;. 5H,0 0.02% p/v durante 1 minuto con
tres lavados posteriores de 20 segundos cada uno con agua bidestilada. Luego se incubo
durante 20 minutos con solucion de AgNO; 0.2% p/v con 75 pl de HCOH 37%.
Seguidamente se realizaron dos lavados de 20 segundos cada uno con agua bidestilada.

Finalmente se reveld con una solucion de Na>COj3 6% p/v, Na»S>03.5H>0 0.4 mg 100 ml’,

50 pl de HCOH 37%. Una vez que se observo la aparicion de las bandas
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correspondientes se lavo con agua bidestilada 2 veces de 2 minutos cada una. Luego se

detuvo la reaccion con metanol 50%, acido acético 12%.

11.6.6 Inmunodeteccion

Las muestras de proteinas sometidas previamente a corridas electroforéticas fueron
transferidas a membranas de difluoruro de olivinildieno (PVDF) (Immobilon,
Millipore) utilizando el equipo Mini Trans-Blot transfer Cell (BioRad) segin las
indicaciones del fabricante. Las membranas transferidas fueron bloqueadas en sus sitios
inespecificos con las proteinas de leche descremada (San Regim) 5% p/v en buffer TBS
(Tris-HCI 12 mM, NaCl 4 mM). Seguidamente la membrana se tratd con el primer
anticuerpo en una dilucion 1:500 o 1:1000 en buftfer TBS - leche 5% p/v. La membrana
con el anticuerpo se incub6 O.N a 4°C y con agitacion suave. Se retiro la solucion con el
anticuerpo y se realizaron 6 lavados con buffer TBS- leche 5% p/v. Luego se agrego el
segundo anticuerpo especifico para IgG de raton conjugado con fosfatasa alcalina
(Jackson Immino Research Laboratories, Inc.) disuelto en TBS-leche en una dilucion
1:1000; se incub6 durante 2.5 horas a temperatura ambiente con agitacion suave. Se
retir6 la solucion del segundo anticuerpo y se realizaron tres lavados con TBS y un
lavado en buffer para fosfatasa alcalina (PA: 50 mM NacCl, 2.5 mM MgCl,, 50 mM Tris-
HCI pH 9.5). Finalmente en el momento del revelado se prepar6 una solucion con el
sustrato de la fosfatasa alcalina que consistio en 4,4 pl de NBT (Nitroblue Tetrazolium
Chloride) y 3,3 pl de BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-indolylphosphate p-toluidine) en 1 ml

de buffer PA. Una vez que se desarroll6 color se detuvo la reaccion con agua bidestilada.

I1.6.7 Identificacion de los polipéptidos mediante digestion triptica y MALDI-TOF(matrix assisted
laser desorption ionisation time of flight mass spectrometer)

Esta tarea fue realizada en la Universidad de Bielefeld, Alemania.

I1.7 Obtencion de anticuerpos

Para obtener el antisuero reactivo frente a las proteinas FliCI-II se inmunizaron,
mediante inyeccion intraperitoneal, 3 ratones con 6 pg de proteina utilizando
adyuvante de Freunds. Se realizaron dos inmunizaciones mas sin adyuvante con
intervalos de 14 dias, después de las cuales los ratones fueron sangrados a blanco y se

obtuvo el suero de los mismos.
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I1.8 Microscopia

11.8.1 Electrénica de Transmision

Cultivos liquidos de Bradyrhizobium se crecieron hasta fase exponencial y luego se
dejaron un dia en reposo para evitar el desprendimiento de los flagelos. Posteriormente
se alicuotas fueron transferidas a una rejilla cubierta con una pelicula de carbono
activado a través de evaporacion al vacio. Después de 30 s, el exceso de liquido se
elimino un papel de filtro y la muestra se tind con 2% de fosfotungstato de potasio (pH
5,2, el 2% p/v KOH). El microscopio usado fue un JEM 1200 EX (Laboratorio JEOL,
Japon Optica Electron Cot, Ltd).

11.8.2 Electronica de barrido- Scanning electron microscope- (SEM)

Las muestras de raices de soja fueron fijadas segain (Barahonaet al., 2010).

11.8.3 Optica

Las observaciones de bacterias se llevaron a cabo con un microscopio optico Carl
Zeiss Jenaval con aumentos de 500 X 0 1.000 X y se registraron con una camara digital
Canon Powershot A610 acoplada. Alternativamente se us6 un microscopio Nikon

Eclipse E400 equipado con una camara digital Nikon CoolPix 4500.

I1.9 Ensayos Biologicos

11.9.1 Esterilizacion superficial y germinacion de las semillas

Las semillas se sumergieron unos segundos en alcohol 96° y luego diez minutos en
solucion de lavandina comercial diluida al 20% v/v con agitacion a 28°C. Seguidamente,
se lavaron al menos seis veces con agua destilada estéril. Las semillas esterilizadas de
esta manera se germinaron sobre una superficie de agar-agua al 1,5% durante dos a

cuatro dias en la oscuridad a 28°C.

11.9.2 Quimiotaxis
El ensayo se realizo como una modificacion del Test de Adler (Adler, 1973). Los
cultivos de B. japonicum LP 3004 y LP 3008 se crecieron a 28°C y 180 rpm hasta fase

logaritmica temprana y aproximadamente 2 10° UFC ml™. Se colocaron 200 pl de cultivo
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en tubos de polipropileno y se pusieron capilares de 1,40 mm de diametro conteniendo
un quimioatractante en contacto con el cultivo bacteriano durante 30 minutos. Se
realizaron triplicados de cada tubo. Las bacterias que ingresaron a un capilar se
recuperaron y se llevaron a cabo las correspondientes diluciones para el posterior
recuento en placas de YEM. La quimiotaxis se cuantifico con el coeficiente R, el cual es
el cociente entre las UFC recuperadas de los tubos con atractante y las UFC
recuperadas de los tubos control. Se realizo una media de R en cada caso y se calculo el

error tipico de la media.

11.9.3 Adhesion

Los rizobios se crecieron hasta fase logaritmica en el medio de Gotz y se diluyeron en
FMS hasta 10’ rizobios ml ™. Luego se incubaron 50 ml de la suspension con 10 plantulas
de soja durante 1y 4 horas a 28°C y 50 rpm. Al cabo de este tiempo se realizaron 4
lavados de un minuto a 120 rpm con 50 ml de FMS. Posteriormente se procedio a cortar
las semillas de las plantulas y colocar las raices (con la bacterias que permanecieron
adheridas) en una placa de Petri cubriéndolas con medio YEM agarizado fundido a
45°C y con los correspondientes antibioticos. Luego de aproximadamente 5 dias a 28°C
se pueden estimar los eventos de adhesion contando las microcolonias que crecen sobre
la superficie de la raiz (Figura IL1). El recuento se realizo con lupa binocular iluminada.
Para analizar los datos se realizo un calculo del Indice de Adhesion -A%- (Caetano-
Anolles G & G, 1986b) definido como la relacion entre el namero de rizobios adheridos

a 10 raices de soja y las UFC totales. Este experimento fue repetido en dos ocasiones.

11.94 Infectividad

En dos ensayos independientes evaluamos la infectividad de las cepas LP 3004 y
3008. Se utilizaron en cada ensayo 14 bolsas por condicion y se dejaron dos sin inocular
como control negativo. Los cultivos bacterianos crecidos en el medio de Gotz durante 5
dias hasta fase exponencial se diluyeron en FMS con el fin de inocular 1 10* UFC
planta™ Los ensayos se realizaron siguiendo la metodologia de Bhuvaneswari et al.
(1980). Brevemente, tres semillas estériles y germinadas durante cuatro dias se
transfirieron en forma aséptica a bolsas plasticas previamente humedecidas con 10 ml
de solucion de Fahraeus modificada. Se llevaron al invernaculo, donde permanecieron

hasta el dia siguiente cuando se marcaron, sobre la superficie de la bolsa plastica, las
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posiciones de la punta de la raiz (PR) y de los pelos radicales emergentes mas pequefios
(PEMP) de cada planta.

Se inocul6 cada raiz con 0,5 ml de solucion bacteriana, excepto las que se dejaron
como control sin inocular. Las plantas inoculadas y los controles sin inocular se
trasladaron al invernaculo y se mantuvieron, durante 21 dias, con temperatura diurna de
26°C, nocturna de 18°C y 14 h de fotoperiodo, con riegos periodicos de agua destilada
estéril. Los resultados se evaluaron promediando las distancias, en cada planta, del
nodulo mas alto a la marca de la PR en mm y, por otra parte, graficando la distribucion

de los nodulos sobre la raiz principal en unidades relativas de distancia (URD), esto es:
Dy=Di/URD

donde Dy es la distancia del nodulo hasta PR (en URD), Dy es la distancia (en mm) del
nodulo hasta la PR y URD es la longitud (en mm) entre la marca de PR y PEMP. Este
calculo normaliza los resultados ya que compensa las diferencias entre plantas con
raices de distinta longitud (Bhuvaneswari et al., 1980).

En la figura I1.2 se muestra un esquema del disefio experimental. Luego de 21 dias se
cosecharon las plantas y se grafico la distribucion de los nodulos sobre la raiz principal

en URD respecto a la marca de PR.

Rizobios en
fase logaritmica
de crecimiento

) 25
e | ——
Suspensiondelas  Agitacion 104 hs., 4 Lavados con
raices en Fahraeus 50 rpm Fahraeus fresco l

con agitacion
Tmin., 120 rpm  Incubacion a 28°C y
recuento de
microcolonias sobre |a raiz

Figura 1.1 Esquema del ensayo de adhesion. Las bacterias se incubaron con las raices durante 1 o 4 horas y luego
se realizaron 4 lavados suaves con FMS. Se cortaron las semillas y se incubaron las raices con medio sélido para
que crezcan sobre la superficie las microcolonias que quedaron adheridas.
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Figura 1.2 Determinacion de la infectividad en bolsas plasticas de crecimiento. Al momento de la inoculacion se
marco sobre la bolsa la region infectable comprendida entre los pelos emergentes mas pequefios (PEMP) y la punta
de la raiz (PR) (rayas rojas, izquierda). Esta distancia (URD) es diferente en cada raiz. Luego de 21 dias se mape6
la posicién de los nodulos en relacion con dicha zona (derecha). Los nddulos observados alli provenian de
infecciones iniciadas dentro de las seis horas inmediatas a la inoculacion (el tiempo requerido para que los pelos
radicales de esa zona maduren y se vuelvan no infectables). Los nédulos registrados por debajo de esa zona
correspondieron a infecciones mas tardias. Asi, el recuento de las proporciones relativas de nédulos en cada zona
permitié cuantificar la infectividad.

11.9.5 Determinacion del potencial hidrico y movilidad en arena

La determinacion del potencial hidrico de las muestras fue llevada a cabo en el
Instituto de Investigaciones en Fisiologia Vegetal (INFIVE), UNLP: Se utilizaron
sensores Wescor, disefiados para medir humedad de suelos en el campo.

Para disenar el ensayo de movilidad en arena se evaluo la cantidad de liquido y arena
a colocar en las cajas, a fin de que estas se encuentren a capacidad de campo. En las
pruebas realizadas estimamos que las proporciones a ensayar se encontraban entre 4,2 a
4,6 g de arena ml’ de Gotz. Luego seleccionamos valores de 4,2; 4,35 y 4,45 g de arena
ml" de Gotz para finalmente quedarnos con la proporcion de 4,45 g de arena ml” de
Gotz. Las cajas se llenaron con aproximadamente 30 g de arena y los ml de Gotz
correspondientes. Una vez listas las cajas, se colocan 20 pl de un cultivo con
aproximadamente 10° UFC ml” en el centro de la placa, de modo que el namero total de
bacterias inoculado fue de aproximadamente 10° UFC. A continuacion se sellaron con

papel film y se incubaron en estufa a 28°C, controlando el nivel del estante. Una vez
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transcurrido el tiempo deseado, las muestras fueron tomadas a diferentes distancias del
punto de inoculacion con puntas de P5000, simulando un “sacabocados”. Las mismas se
resuspendieron en 200 pul de medio YEM fresco y se estim6 por pesada la cantidad de
arena. Se realizaron los plaqueos directos y diluciones en el medio agarizado a fin de

realizar el recuento de los rizobios recuperados.

11.9.6 Colonizacién en vermiculita a tiempos cortos

En cada ensayo se emplearon 5 plantas en tubos individuales para cada una de las
cepas LP 3004 y LP 3008 y se incubaron 48 horas, tiempo que permitio la correcta
manipulacion de las raices. Se realizaron dos variaciones de este ensayo, el primero
inoculando el cultivo en fase logaritmica (aproximadamente 10° bacterias ml™) sobre la
semilla habiendo regado la vermiculita con FMS y en el otro caso, el sustrato fue regado
con una suspension de las bacterias en similar estado fisiologico en FMS
(aproximadamente 10° bacterias ml") hasta capacidad de campo. En todos los ensayos
LP 3004 y LP 3008 se inocularon individualmente. Al cabo de ese periodo las raices se
cortaron en tres partes iguales y con las bacterias adheridas se lavaron cuatro veces con
50 ml de FMS durante un minuto a 120 rpm cada vez. Posteriormente se agregaron 0,2
ml FMS a cada raiz y se realiz6 el macerado. Se hicieron las diluciones correspondientes

y se realizo en recuento en placa.

11.9.7 Colonizaciones a tiempos prolongados en jarra de Leonard (macetas Riviera)

Se utilizo perlita como sustrato solido, la cual fue autoclavada junto con las macetas,
conteniendo el medio FMS. Una vez esterilizado el sustrato, se humedecié nuevamente
con el medio mineral sin N. Las semillas germinadas fueron transplantadas a las
macetas riviera, colocando 4 semillas por maceta. Cada ensayo de
colonizacion/competicion se realiz6 por triplicado. Los cultivos bacterianos se
realizaron en el medio de Gotz, se llevaron a fase log durante 4-5 dias, y se inocularon
aproximadamente 110 UFC totales por planta (5 10 de cada cepa), en un volumen final
de 1 ml. Para cada competicion el inoculo con ambas cepas fue preparado previamente
en un volumen final de 15 ml, suficiente para realizar todas las inoculaciones.

El riego de las macetas se mantuvo de acuerdo a la necesidad de las plantas que
pueden absorber el agua por capilaridad en el sistema. Las condiciones de invernaculo

fueron las mencionadas en el ensayo de infectividad.
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Figura 1.3 Esquema del ensayo de colonizacion. Una vez que preparado el tubo con vermiculita y FMS a capacidad
de campo, se colocaron las semillas germinadas y se inocularon las bacterias en la posicion deseada. Luego de
48hs se dividieron las raices en tres partes iguales y se desprendieron y contaron las bacterias en cada tercio de
raiz.

11.9.8 Procesamiento de las muestras: aislamiento de bacterias de la rizésfera

Luego de 3 semanas las plantas de soja fueron recuperadas de las macetas
suavemente permitiendo el desprendimiento del sustrato. Cada maceta conteniendo 4
plantas fue considerada un experimento independiente. De cada maceta se tomaron las
4 plantas y de cada raiz (primaria y las que se pudo de las secundarias) se recuperd 1 cm
de la parte apical. Se las peso todas juntas y luego se agregaron 3 ml de FMS y se
procedio a la liberacion de las bacterias por agitacion con vortex durante 2 minutos.
Finalmente se realizo el recuento de bacterias desprendidas por el método de la gota en

los respectivos antibioticos.

11.9.9 Ensayos de competicion para la nodulacion

Estos ensayos se realizaron con cepas llevando diferentes resistencias a antibioticos
para permitir su identificacion. Se trabajo con macetas plasticas conteniendo
vermiculita estéril. Cada maceta con vermiculita estéril (vaso descartables) se regd con
solucion de FMS conteniendo 10° rizobios ml™ de cada cepa a competir. Se utilizaron

distintas condiciones de riego (descripto en Capitulo VI). La siembra de soja se realizo
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inmediatamente. Se coloco una plantula de soja de 3-4 dias por maceta, se tap6 con film
para evitar la evaporacion de agua y se mantuvo por tres semanas en las condiciones de
invernaculo mencionadas anteriormente. El riego se realiz6 cada 3 o 4 dias con agua
estéril hasta la determinacion de los porcentajes de ocupacion de los nodulos. Para cada
condicion se emplearon 15 plantas. Como controles siempre se incluyeron macetas sin

inocular, y también macetas inoculadas con cada cepa en forma separada.

11.9.10 Extraccion de nodulos y evaluacion de experimentos de competicion para la nodulacion

Los nodulos de cada tratamiento fueron extraidos y cada uno colocado en fosas de
placas multipocillo estériles. Tuego se los esterilizo superficialmente mediante el
agregado de una solucion de lavandina comercial al 20% v/v durante cinco minutos
seguidos de al menos seis lavados con agua destilada estéril. Asi, cada nodulo pudo ser
procesado en su fosa y no se corrio el riesgo de que se produjeran contaminaciones
cruzadas entre materiales provenientes de distintos nodulos cuando se libero su
contenido bacteriano. Los nodulos fueron macerados con palillos estériles, con los que
luego se deposito el material recién extraido en cajas de Petri réplicas conteniendo
antibioticos selectivos para cada cepa y cicloheximida, lo que permitio6 identificar a qué
cepa pertenecia el crecimiento del material extraido de cada nodulo. El procedimiento
de los ensayos de competicion se grafica en la Figura 11.4.

Los resultados se analizaron mediante analisis de varianza de la transformacion
angular de los porcentajes de ocupacion (Lison, 1976) y por medio de un analisis de
con dos hipotesis nulas alternativas. Una que toma el 10% de doble ocupacion y la otra
un 20%. Este analisis fue implementado ante la imposibilidad de distinguir aquellos
nodulos que se encuentran ocupados por la cepa salvaje y cualquiera de los mutantes en

flagelina, ya que todos fueron obtenidos en el acervo genético de LP 3004 o LP 3008.
I1.10 Analisis bioinformatico

Para el analisis del contexto genético de los genes de interés se emplearon las bases
de datos de acceso publico, PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) y
RhizoBase (http://genome.kazusa.or.jp/rhizobase/), donde se encuentra disponible el
genoma completo de B. japonicum USDA 110 (Kaneko et al., 2002). A partir de las
secuencias de interés encontradas, se utilizaron los programas Primer3 y NTI Vector

para el disefio de los cebadores necesarios para comenzar con la estrategia de
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mutagénesis. El estudio de secuencias promotoras se realizo con SoftBerry -
www.softberry.com- o Neural Network Promoter Prediction. Las busquedas de
similitud de secuencias se realizaron usando BLAST (Kent, 2002). Los alineamientos de
secuencias se realizaron empleando los programas T-COFFEE Version 7.38

(http://www.tcoffee.org) y Clustal W (Thompson et al., 1994).

Rizobios en
fase logaritmica
de crecimiento

Dilucion de los

rizobios en Fahraeus Extraccion de
a 108 mH los nodulos
~

Crecimientos
en el medio con
los antibiéticos
selectivos

!

Esterilizacion y
homogenado

Figura Il.4 Esquema general de los ensayos de competicion en macetas y el procesamiento de los nddulos.
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I11.1 Introduccion

El problema de la competicion para la nodulacion implica tanto una pérdida de la
rentabilidad del cultivo de soja como un incremento en la contaminacion del medio
ambiente en la medida en que la biofertilizacion puede ser reemplazada por el uso de
fertilizantes quimicos. Por ello constituye un cuello de botella en los sistemas de
biofertilizacion que es deseable resolver. Para esto es necesario conocer y analizar las
interrelaciones entre la planta, el rizobio y el suelo. En particular en esta Tesis nos
centraremos en el estudio de la movilidad de los rizobios, como influyen sobre ella
ciertas condiciones del suelo y como la movilidad afecta la colonizacion y la infeccion de
la raiz de soja en diferentes medios. Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio
indican que la movilidad de los rizobios en el suelo es escasa y que la posicion en que se
encuentran los rizobios respecto de los sitios infectables de las raices es determinante
del éxito de la competicion (Lopez-Garcia et al., 2002). Por ello, nos intereso estudiar si
una mejora de la movilidad de B. japonicum podria contribuir a la colonizacion radical y a
la competicion para la nodulacion.

A partir de la cepa LP 3004 (resistente a estreptomicina derivada de la cepa de
referencia USDA 110) obtuvimos la cepa LP 3008 por un proceso de seleccion artificial,
sin utilizar técnicas de ADN recombinante (Althabegoiti, 2004). Esta altima presenta
un fenotipo de movilidad (natacion o swimming) aumentada cuando crece en cajas con
medio agarizado al 0,3%, formando un halo con un diametro mayor que el de la cepa
salvaje. El fenotipo de este mutante resulto estable luego de inocular la cepa en plantas
de soja, recuperarla de nodulo y reaislarla. El método de seleccion empleado puede
aplicarse a cualquier cepa, y permite la inmediata liberacion a campo sin mayores
inconvenientes. Sin embargo, no permite conocer la identidad de los cambios genéticos
que podrian ser la causa de este comportamiento. Esta en nuestros planes futuros
profundizar estos estudios.

La definicion del medio agarizado como medio apto para la natacion es una
definicion operativa que permite distinguir este movimiento de otros como por ejemplo
el movimiento en enjambres o swarming, también dependiente de flagelos, o de otros
movimientos de arrastre o de expansion de colonias, que no dependen de los flagelos
(para una revision véase Harshey, 2003). Nosotros adoptaremos esta definicion dado
que el movimiento en canales de agua del medio agarizado es mas similar al movimiento

en poros capilares saturados del suelo, comparado con el movimiento de bacterias
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provenientes de cultivo en batch en medio liquido. Ademas, esta definicion permite
observar la movilidad durante largos periodos sin encontrarse sujeta a los cambios
fisiologicos que ocurren durante las fases del crecimiento bacteriano en medio liquido,
se ha demostrado que estas ultimas pueden afectar el nivel de expresion de los flagelos
(Amsler et al,, 1993). A su vez, permite la existencia de gradientes de nutrientes entre el
centro y el borde de la masa bacteriana en expansion. En estos medios las bacterias
pueden nadar inmersas en la malla de agar por debajo de la superficie (Harshey, 1994) y
se puede observar macroscopicamente el desplazamiento al generarse un halo de
movilidad. Este halo se hace visible en la caja de Petri no s6lo como consecuencia de la
movilidad sino también del crecimiento de las bacterias.

A continuacion describiremos las caracterizaciones de LP 3008 en relacion con la

cepa parental.

I11.2 Caracterizacion fisiologica de la cepa mas movil B. japonicum LP 3008.

I11.2.1 Cinética de crecimiento

Nuestra observacion previa de que la cepa LP 3008 produce un halo de mayor
diametro en medio semisolido puede deberse a que dicha cepa es mas movil o bien a que
crece mas rapido. Para evidenciar si el tamano del halo de movilidad (Figura IIL.I) se
debia a una diferencia en el tiempo de duplicacion, estudiamos la cinética de
crecimiento en el medio de Gotz. Se tomaron muestras cada 24 hs durante 28 dias de los
cultivos en medio liquido y se sigui6 el crecimiento por tres métodos: recuento de
células totales realizado al microscopio 6ptico empleando una camara de Neubauer,
recuento de UFC mediante diluciones
apropiadas en placas de medio YEM agarizado vy,
finalmente, determinacion de la biomasa total
por medida de la DOsy. Los resultados se
presentan en la Figura II12. Ambas cepas
crecieron con igual cinética, y su tiempo de

duplicacion fue de 22 horas, como se observo

antes para USDA 110 en las mismas condiciones
(Quelas et al, 2006). Al llegar a la fase Figura ll.1. Movilidad de B. japonicum LP

3008 (izquierda) y LP 3004 (derecha) en
estacionaria ambas cepas tuvieron igual nimero  medio de Gotz agarizado al 0,3 %.

66



Capitulo IIT Tesis Doctoral Maria Julia Althabegoiti

de células viables y totales e igual DO sqo, con lo cual no se puede atribuir el fenotipo de
LP 3008 en placa de medio semisolido a una mayor velocidad de crecimiento respecto

de LP 3004.

[11.2.2 Quimiotaxis

Como se ha mencionado anteriormente, las bacterias poseen sistemas quimiotacticos
muy desarrollados que les permiten percibir estimulos relacionados con ambientes
favorables o desfavorables, y responder ante los mismos con algin tipo de
desplazamiento (Alexandre et al, 2004). Dichos sistemas se encuentran muy bien
descriptos en E. coli. Los receptores son proteinas de transmembrana, conocidas como
MCPs, que presentan un dominio periplasmico de union a un ligando (quimioefector) y
un dominio citoplasmico altamente conservado que se comunica con el motor del
flagelo mediante una cascada de fosforilaciones (Baker et al, 2006; Parkinson et dl,
2005).

El genoma de B. japonicum USDA 110 presenta tres regiones con genes que codifican
para sistemas quimiotacticos, lo cual da idea de la importancia de los mismos. Sin
embargo no existen muchos trabajos de quimiotaxis en B. japonicum, excepto algunos de
al menos unos 10 a 20 afios. En estos, se evaluaron diferentes compuestos como
atractantes, entre ellos aminoacidos, acidos dicarboxilicos y flavonoides. Como
resultado se mostroé que aspartato y glutamato resultan buenos atractantes, mientras
que otros compuestos que también se encuentran en los exudados radicales, como es el
caso de los flavonoides, no son buenos inductores de quimiotaxis (Barbour et al., 1991).
En nuestro ensayo empleamos una modificacion del método de Adler (1973). El mismo
consiste en colocar capilares de 1,40 mm de diametro conteniendo en su interior un
quimioatractante en contacto con el cultivo bacteriano durante 30 minutos a 28°C, de
modo que las bacterias puedan “nadar” hacia el interior del tubo con un sesgo
determinado por la presencia del atractante. Este sesgo se puede detectar comparando
con la tasa de ingreso de bacterias a capilares similares conteniendo el medio de
referencia sin atractante, hacia los cuales las bacterias solo pueden dirigirse por
movimientos al azar, no direccionados. Se utilizé como medio de referencia al medio de
Gotz con manitol 5,4 mM (en vez de 27 mM) y se crecio a los cultivos en el mismo

medio. Los compuestos seleccionados fueron aminoacidos con diferentes caracteristicas
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Figura 1.2 Cinética de crecimiento de B. japonicum LP 3004 (circulos llenos) y LP 3008 (circulos vacios) en el
medio de Gotz. (A) recuento de células totales, (B) recuento de células viables y (C) estimacion de la biomasa total
por DO 500nm.

en sus grupos R tales como aspartato 10 mM, lisina 1 mM, glicina 1 mM, y también se
empleo el polialcohol manitol a una concentracion de 27 mM (Barbour et al,, 1991). La
quimiotaxis se cuantifico con el coeficiente R, el cual es el cociente entre las UFC
recuperadas de los tubos con atractante y las UFC recuperadas de los tubos control sin
atractante. Los resultados se expresaron como la media de R en cada caso y la variacion
se calculd como el error tipico de la media. Los valores se presentan en la Tabla IIL1.
Como se puede observar, para cualquiera de los compuestos LP 3008 result6 de 2 a 5
veces mas quimiotactica que LP 3004. Este resultado indica que independientemente
del receptor (es sabido que en E. coli el aspartato es percibido por una MCP diferente
que el resto de los aminoacidos y el manitol), el sistema quimiotactico y/o de movilidad

es mas eficiente en la cepa mutante.

Tabla IIL1 Quimiotaxis de B. japonicum hacia

diferentes compuestos

R £ error tipico de la media

LP 3004 LP 3008

Aspartato I0mM  0.71£0.05 4.07£0.62
Lisina ImM 1,55+ 0.09 3,60+ 0,78
Glicina ImM 1,59+ 0,04 5,47+0,75
Manitol 27mM 1,03+0,17 5,10 £0,51
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I11.3 Estudio de los flagelos de B. japonicum LP 3004 y LP 3008

I11.3.1 Obtencién de flagelina

Los flagelos son los responsables de la movilidad bacteriana conocida como swimming,
la cual hemos registrado en el medio semisolido tal como se muestra en la Figura IILL
Por lo tanto, decidimos estudiar estos filamentos tanto en la cepa salvaje como en la
mutante mas movil.

La tnica publicacion referida a la estructura de flagelos en B .japonicum hasta el
momento en que se realizo este analisis, era un trabajo de Kape (1991), en el cual
sugerian la existencia de un tnico flagelo subpolar complejo en la cepa 110spc4. Para
dicha época, se sabia de la existencia de dos tipos de flagelos bacterianos: los simples,
constituidos por filamentos como los de E. coli y S. thyphimurium, y los complejos,
formados por filamentos con un patron caracteristico de crestas y surcos helicoidales en
superficie, mas gruesos y rigidos. Se hipotetizaba ademas, la presencia de este tipo de
filamentos en especies cuyo habitat natural es el suelo. En la bibliografia ya estaban
publicadas las estructuras de los flagelos de S. meliloti (Krupski et al., 1985) y S. lupini
(Maruyama et al, 1978), cuyos flagelos son complejos; y la de Pseudomonas rhodos, que
presenta ambos tipos flagelares (Schmitt et al, 1974). En cuanto a las flagelinas de
rizobios, se sabia que eran polipéptidos cuyo tamarfio variaban entre 37 y 55 kDa, pero se
creia que cada filamento estaba constituido por una sola proteina. Con el avance
cientifico y las técnicas de secuenciamiento se dilucido que, por ejemplo, S. meliloti
presenta dos subunidades diferentes en su filamento (Pleier & Schmitt, 1989; Scharf et
al, 2001).

En nuestro caso realizamos la purificacion de la flagelina de B. japonicum LP 3004 y LP
3008. Partimos de diversos cultivos liquidos de 150 ml crecidos en el medio de Gotz
durante 5 dias hasta fase exponencial (se procesaron cultivos con DOsq de 0,3 hasta 0,8
en diferentes ocasiones) y purificamos flagelina por precipitacion con PEG y NaCl. Las
proteinas se sembraron en un SDS-PAGE junto con un marcador de peso molecular y en
todos los casos se observo el mismo patron de bandas (en la Figura III. 3. A se muestra
un resultado representativo). De este modo calculamos la masa de cada una de las
subunidades proteicas obtenidas. Se observo claramente una diferencia entre las dos
cepas: si bien ambas presentaron una banda correspondiente a 68 kDa, en la cepa mas

movil se observo una banda adicional de unos 37 kDa. El PM deducido a partir de los
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genes anotados como flagelinas (bll6865 y bll6866) en el genoma completo de B. japonicum
USDA 110 es de 34,6 kDa (Kaneko et al.,, 2002). Estos se encuentran contiguos en uno de
los dos clusters de movilidad que posee dicho genoma y presentan una identidad del
98%, lo cual no es sorprendente, pues pareceria ser una caracteristica intrinseca de los
genes de flagelina (Deakin et al., 1999; McCarter, 2001; Scharf et al., 2001; Tambalo et dl,
2010a).

El hecho de que las proteinas reveladas en el gel fueran pocas nos sorprendio, pues la
técnica no es especifica para flagelinas y podrian haber coprecipitado muchas proteinas
extracelulares, aunque también sabemos que la flagelina es la proteina mayoritaria entre
las exportadas en esta especie (Suss et al, 2000). Consecuentemente, llevamos a cabo
una precipitacion de proteinas extracelulares con acido tricloroacético (TCA) a partir
de cultivos crecidos en iguales condiciones. En este experimento utilizamos, ademas de
LP 3004 y LP 3008, la cepa USDA 110 original (sin resistencia natural a estreptomicina)
y verificamos que luego de la extraccion presentaba, al igual que la cepa derivada LP
3004 resistente a estreptomicina, solamente la banda de mayor peso molecular. Si bien
se observaron bandas tenues adicionales, el patron de bandas de 37 y 68 kDa se
mantuvo en la cepa LP 3008 luego de extraer las proteinas extracelulares con esta
metodologia (Figura III. 3.B). Es importante destacar que la tincion de estos geles se
realiz6 con plata (Blume et al,, 1987) debido a que el medio usado es un medio minimo y
a que B. japonicum es de crecimiento lento, y en consecuencia la biomasa y la cantidad de

proteina obtenidas son escasas.

A B
1 2 1 2 3 Figura Ill. 3 Andlisis de las proteinas
I | extracelular(_es de B. japonicum - por
' electroforesis en gel de poliacrilamida
—— e desnaturalizante  (SDS-PAGE).  A)

e == 55 Proteinas extraidas con PEG y NaCl. B)
con TCA. 1) B. japonicum LP 3004, 2)
LP 3008 y 3) USDA 110. Las posiciones
de los marcadores de peso molecular
— (en kDa) se indican a la derecha de
= 59 cada gel. El gel A) fue tefiido con azul
de Coomassie, mientras que el gel B)
fue tefiido con plata.

gF—
-

- 17,6
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De acuerdo a los SDS-PAGE podiamos suponer que la banda de 37 kDa era la
flagelina; sin embargo, las cepas salvajes USDA 110 y LP 3004 no presentaban dicho
polipéptido, lo cual nos dejaba inmersos en una gran incognita pues estas bacterias son
moviles cuando se las observa al microscopio optico. Era menester entonces proceder a

la identificacion de las proteinas.

I11.3.2 Identificacion de los polipéptidos por espectroscopia de masa.

Con el objetivo de poder identificar las proteinas por MALDI-TOF, se realiz6 una
tincion especial del gel de poliacrialmida con nitrato de plata (tincion de Mann), se
cortaron taquitos de cada banda y se enviaron a la Universidad de Bielefeld, Alemania.
Por digestion triptica y MALDI-TOF, comprobamos que la banda de 37 kDa
correspondia a las proteinas Bl6865 y BL6866, si bien no pudimos discriminar si
estaban presentes ambas o solo una, debido a su alta identidad de secuencia. En
segundo lugar, observamos que la banda de 68 kDa pertenecia, en principio, a una
mezcla de las proteinas BlI15843, BlI5844, BlI5845 y Bll15846, anotadas como proteinas
hipotéticas. Estos polipétidos también se encuentran contiguos en el genoma vy
presentan una alta identidad. Al realizar un BlastP de BlII5846 contra el genoma entero
de USDA 110, se encuentran identidades del 97, 94 y 73% con Bl15845, Bl15844 y BI15843
respectivamente. Estos ntimeros no nos permitieron discernir si en la banda digerida
con tripsina habia una sola proteina o una mezcla de dos, tres o las cuatro proteinas.
Mas adelante en este Capitulo se analizara la transcripcion de estos genes.

Un dato interesante que encontramos fue que la masa molecular predicha (34,6 kDa)
de los polipéptidos BL6865 y BIl6866 era menor a la observada en los geles (37 kDa).
Sumado a ello, en algunas purificaciones (por ejemplo Figura III. 3.B) detectamos la
presencia de un doblete en lugar de una tnica banda. Este tipo de variaciones en el peso
molecular podrian deberse a modificaciones postraduccionales como glicosilaciones
(Tambalo et al, 2010a). Por ello, al buscar posibles patrones de glicosilacion, cuya
secuencia es N-X-S/T (X es cualquier aminoacido menos prolina), encontramos que
BII6865 tiene dos posibles sitios en la region N terminal y que BL6866 tiene uno en la
region N terminal y otro en la C terminal. Seria factible entonces que estas flagelinas se
encuentren glicosiladas, siendo esto congruente con la diferencia entre el tamano

predicho y el esperado (aproximadamente 13 hexosas).
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I11.3.3 Alineamientos de las secuencias amino y carboxilo terminales de Bll6865-6 y Bl15843-6.

Al analizar las secuencias BlI5843 a BII5846 se puede ver que sus regiones amino y
carboxilo terminales son similares a las de las flagelinas Bll6865 y Bll6866. Por ejemplo,
si se eligen BII6866 y BlI5846 y se alinean los 150 aminoacidos del N terminal por medio
de un BlastP, se tiene una identidad del 32% y una similitud del 55%. Para las regiones
C terminales, tomando 97 aminoacidos, se obtienen porcentajes similares. Valores muy
parecidos se obtienen también con los otros tres ORF. En la bibliografia esta descripto
que las flagelinas procariotas tienen muy conservadas sus regiones amino y carboxilo
terminales, mientras que la region central es en general variable, tanto en secuencia
como en tamano (Joys, 1988; Wilson & Beveridge, 1993). De hecho, Homma et al. (1987)
propusieron un modelo en el cual las flagelinas se plegarian de manera tal que dejarian
sus regiones amino y carboxilo terminales hacia el interior y la region central expuesta
en la superficie. De esta manera se aseguraria el correcto ensamblaje del filamento por
medio de las regiones mas conservadas. Conjuntamente, se puede explicar que la region
central es la que presenta variabilidad antigénica. Este modelo ha sido validado a lo
largo de los anos con diversos trabajos (Newton et al., 1989; Wilson & Beveridge, 1993;
Winstanley & Morgan, 1997).

Para evaluar las similitudes de las proteinas BlI5843 a 5846 y BIll6865-6 en B.
japonicum, se realizo un alineamiento de las secuencias aminoacidicas con el programa T-
COFFEE Version 7.38 [http://www.tcoffee.org] (Figura II1.4.A) en el cual se puede
apreciar la diferencia de tamanos de ambos tipos de polipéptidos, aunque también la
conservacion en las regiones amino y carboxilo terminales. En paralelo, se realizaron
alineamientos multiples de otras secuencias de flagelinas con el programa ClustalW
(Thompson et al., 1994) (Figura 111.4.B y C). Al alinear las secuencias N terminales con
flaA de S. meliloti como referencia, BII6865 y BII6666 mostraron 51-55% de identidad y 73-
76% de similitud respectivamente, mientras que BlI5843 a BlI5846 mostraron un 24-
25% de identidad y 51-52% de similitud. Para las secuencias C terminales se obtuvo,
respecto de la misma flagelina de S. meliloti, un 63% de identidad y un 80-82% de
similitud con BII6865 y BL6866 respectivamente, y un 35-38% de identidad y 61% de
similitud con BlI5843 a BlI5846.

Finalmente, luego de estos analisis podemos concluir que las secuencias de los

polipéptidos BlI5843 a 5846 parecen ser otro tipo de flagelinas atin no descriptas en
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B. japonicum. A continuacion profundizamos el analisis, abocandonos a estudiar la

estructura del o los flagelos en LP 3004 y LP 3008.

A
B115846 MSG-1VLSASVRONLLSLQSTADLLATTQNRLSTGKSVNSALDNPTNFFTAQSLDNRASD
B115845 MSG-1VLSSSVRONLLSLQSTADLLATTQSRLSTGKSVNSALDNPTNFFTAQSLDNRASD
B115844 MSG-1VLSASVRONLLSLQSTADLLATTQNRLSTGKSVNSALDNPTNFFTAQSLDNRASD
B115843 MSN-1VLSASVRONLLSLQSTADLLATTQERLSTGKKVNTALDNPTNFFTAQGLDNRASD
B116866 MSS-LLTNSTAMTALQTLRSVSSQLSTTQTRISTGQRVSTASDNAAYWSIATSMRSDNAA
BI116865 MGSSLLTNSSAMTALQTLRNVSTQLATTQNRISTGQRVSTASDNSAYWSIATSMRSDNAA
- . *-* -: ******** *_***-: : -:
B115846 INNLLDGIANGV-—=—=—————- QVLQAANTGITSLQKLIDSAKSIAN--——— QALQTTV
B115845 INNLLDGIANGYV-—-—=—————- QVLQAANTGITSLQKLIDSAKSIAN-—-——— QALQTTV
B115844 INNLLDSIANGV-—=—=—————— QVLQAANTGLTSLQKLIDSAKSIAN--——— QALQTTV
B115843 ISNLLDGINNGV-—-=—=—————- QVLQAANTGITSLQKLIDSAKSIAN--——— QALQTTV
B116866 LSAVSDSLGLSAATVDTEYTALNTVIGDKDSGLTKLQALLVEAKTAGIDRSKIQADVTQI
BI116865 LSAVSDSLGLSAAMVDTEYTALNTVIGDKNSGLTKLQALLVEAKTAGIDRTKIQAEVTQI
-, - oo . :***** **- . ** *_
B115846 GYSTKSN-VSAT ISGATAADLRGTTSFASATASS-NVVFSGAAGGTTAASGTTTLGATIG
B115845 GYSTKSN-VSTTISGATAADLRGTTSFASATASS-NVVYSGAAGGTTAASGTTTLGASIG
B115844 GYSTKSN-VSTTISGATAADLRGTTSFASATASS-NVLYNGTAGGTTAASGTTTLGASIG
B115843 GYSTKSN-VSTTIPGATPADLRGTTSYASATANS-NVLYTGAAGGVTPVTGTAALGASLG
B116866 QNQLKSTADSATINGINWLSIDTTPSSSTATPTSFNLVSSYSRVGNTPTIGSITV--—--
B116865 QQDMKLKSDSATINGINWLSIDITPSSSTATPTTFNLVSSYSRVGGTPTIGSITV —————
. ****- o **:-**_-*--_: **_ _::
B115846 SFAST----GATAGDGTTALTGAITLIATNGTTATGLAGNAQPADGDTLTVNGKTITFRS
B115845 SFAST----GATAGDGTTALTGAITLIATNGTTATGLAGNAQPADGDTLTVNGKTITFRS
B115844 SFAST----GATAGDGTTALTGAITLIATNGTTATGLAGNAQPADGDTLTVNGKTITFRS
B115843 SNAGSAVGFAATAADGTTVLSGTATLLGTTASTTFG----APPADGDTITVNGKTITFRT
BII6B6G6 @~ TTATYALYTTGGSSTTGILD-—————— === ——————————
BII6B6S @~ 0 e TTATYALYTTGGSSTTGILD--—————= === == === ————
.o * Lo o *
B115846 GAAPASTAVPSGSGVSGNLVTDGNGNTTVYLAS-—--- ATVNDLLSAIDLASGVKTVSIS
B115845 GAAPASTAVPSGSGVSGNLVTDGNGNTTVYLAS---—- ATVNDLLSAIDLASGVKTVSIS
B115844 GAAPASTAVPSGSGVSGNLVTDGNGNTTVYLAS---—- ATVNDLLSAIDLASGVKTVSIS
B115843 GIPPTTQPTGWGLDASGHIATDGNGNSIVYEGTAVAPRATVNDVLSAIDLASGVKTATIS
BII6866 ~ @ @ e
BIlI6BES ~ @~
B115846 SGAATIAVSASQP-——-- GAAVSTAAAGAVTLKSSTGADLSVTGKADLLKALGLTTAVGG
B115845 SGAATIAVSASQP-—--- GAAVSTAAAGAVTLKSSTGADLSVTGKADLLKALGLTTAVGG
B115844 SGAATIAVSASQP-—--- GAAVSTAAAGAVTLKSSTGADLSVTGKADLLKALGLTTSTGA
B115843 AGAAATAVSGSTGP IGTLQVASSISGGGQVTLKSSTGADLSVTGKADFLNKLGLTTATGA
BII6866 ~ @ e
BII6B6S ~ @ W e
B115846 GNATVNVNRTTSAASLGATIADGSTLNVDGHV ITFKNAP IPGSTGAPSVPTGYGASGNVL
B115845 GNATVNVNRTTSAASLGATIADGSTLNVDGHV I TFKNAP IPGSTGAPSVPTGYGASGNVL
B115844 GNATVNVNRTTSAASLGATIADGSTLNVDGHV I TFKNAP IPGSTGAPSVPSGYGASGNIL
B115843 GNANVTANRSTTAGSLGTLVQDGSTLNIDGHT I TFKNAQTPQS--AASVTSG-GVNGN IV
BII6866  —— e
BIi6865 = ———-——---- - -
B115846 TDGNGNSTVYLQAGTVNDVLKAIDLATGVQTAT INANGTATLATATGQTNSS INASGQLK
B115845 TDGNGNSTVYLQAGTVNDVLKAIDLATGVQTAT INANGTATLATATGQTNSS INASGQLK
B115844 TDGNGNSTVYLQAGTVNDVLKAIDLATGVQTAT INANGTATLATATGQSNSSINTSGQLK
BI115843 TDGNGNSTVY IQSATLTDLLNS IDLATGVKTAS I F-NGAASLTTTAGQIPSSVNSSGQLA
BII6866 ~ e
BII6865 ~
B115846 LSTGVNADLSVTGTGNALNVLGLAGNTGTSTAFTAARTSGVGGI TGKTLTFASFNGGTAV
B115845 LSTGVNADLSVTGTGNALNVLGLAGNTGTSTAFTAARTSGVGGI TGKTLTFASFNGGTAV
B115844 LSTGVNADLSITGTGNALNVFGLAGNTGSATAFTAARTSGIGGIAGKTLTFTSFNGGTAV
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BI115843 LSTGINADLSITGTGNALHAFGLSGNTGTATAFTAARTSGVGGVSGKTLTFTSFNGGTPV
BII6B66 ~ @ -
BII6GBES W @
BI15846 NVTFGDGTNGTVKTLDQLNTKLQANNLTAT IDANGLLTVSTTNDYASSTIGSSAAGGAIG
BI15845 NVTFGDGTNGTVKTLDQLNTKLQANNLTAT IDANGLLTVSTTNDYASSTIGSSAAGGAIG
BI115844 NVTFGDGTNGTVKTLDQLNTKLQANNLSAT IDANGLLTITASNDYASSTLGSTSAGGAIG
BI115843 NVTFGDGTNGTVKTLDQLNAQLQANHLTAT IDANGLLTVTTVNEYASSTLGSTTAGGTVG
BII6BB66 ~ W AVVGGSTG
BIIGBES ~ @ TVVGGSTG
: B *x : *
BI15846 GTLTTSLTFSTASSPVQDTVAQTSRANLVSQYNNILNQIDTTSQDSSFNGVNLLNGDQLK
BI15845 GTLTTALTFSTASSPVQDSVAQTSRASLVNQYNNILNQIDSTSQDSSFNGVNLLNGDQLK
BI115844 GTLTSALTFSTASNPVQDGVAQTARANLVSQYNNILNQIDTTSQDSSFNGVNLLNGDQLK
BI15843 GTITGILAFTTAQPPVQDPVAQTARSNLVNQFNNILAQIDTTSQDSSFNGVNLLNGDTLK
B116866 ASVSSIl——————— e NIGALTDSAT-—-—=————————————
B116865 ASVASI——————— e NIGALTDSAT-—-——————————————
et *x *o:
B115846 LVFDETGKSNLSITGVTYNSKGLGLAALTSGVDF IDNAATNKVLSNLNAASSTLRSEASS
BI15845 LVFDETGKSNLSITGVTYNSKGLGLAALTGGVDF IDNAATNKVLTNLNSASSTLRSEASS
BI115844 LVFDETGKSSLNITGVTYNSKGLGLAALTVGVDF IDNAAANRVLTNLNAASSTLRSEASS
BI115843 LVFNETGSSTLGINGVVFNAAGLGLSNLVNGVDF IDNGATNKVLTSLNAASSTLRSEGSA
BII6BBEE6 ~ 0 e DQTKLDGY IAQVTAAIGSVASAAAN
BI85 - ~=© ———-—-—-—- . - - DQTKLDGY I NQVTAA INSVASAAAN
- - - %
B115846 LGSNLSVVQVRQDFNKSL INVLQTGSSNLTLADTNTEAANSQALSTRQSIAVSALSLANQ
BI15845 LGSNLT IVQVRQDFNKNL INVLQTGSSNLTLADTNVEAANSQALSTRQSIAVSALSLANQ
BI115844 LGSNLSVVQIRQDFNKNL INVLQTGSSNLTLADTNVEAANSQALSTRQSIAVSALSLANQ
BI115843 LGSNLSIVQVRQDFSKNL INVLQTGSSNLTLADTNEEAANSQALSTRQSIAVSALSLANQ
BI116866 LGAVKNRISTNTEFVKNLMDSVDRGVGQLVDADMNQESTRLAALQVQQQLGVQALSIANN
B116865 LGAVKNR IATNTEFVKNLMDSVDRG 1 GQLVDADMNAESTRLQALQTQQQLGVQALS 1ANQ
- -***: :_ __*_ ****-:_ ___*-**** **
BI15846 SQQSVLQLLR
B115845 SQQSVLQLLR
B115844 SQQSVLQLLR
B115843 SQQSVLQLLR
BI116866 SSQSILSLFR
B116865 NSQSILSLFR
. *x : * . * : *
B C
— BII5843 BlI5843
— Bll5844 ’_ BII5844
‘—_— BII5845 LE BII5846
M — BlI5846 BII5845
BIIGBES BlIG865
BIIGBE6 —| BlI6B66
FlaDSme . FlaDSme
FlaDRIu 1 FlaDRIu
FlaARIu FlaCSme
FlaBRIu FlaASme
FlaASme FlaBSme
FlaBSme FlaARIu
FlaCSme FlaBRIu

Figura I1l.4.A) Alineamiento de las flagelinas BII6866 y BII6865 con las proteinas BLL5843 a BII5846 de B.
japonicum USDA 110 con el programa T-COFFEE Version 7.38. B-C) Cladogramas obtenidos a partir de
alineamientos mdltiples de flagelinas realizados con el programa Clustal W. B) 139 aminoacidos de la secuencia N
terminal. C) 84 aminoécidos de la secuencia C terminal. Las flagelinas de B .japonicum se anotaron como figuran en
el genoma. Las otras secuencias corresponden a: FlaA-D de S.meliloti (Sme) y flaA, flaB y flaD de R.lupini (RIu). Los
residuos invariables se indican con asteriscos, los residuos semi-conservados que mantienen las propiedades de su
cadena lateral con dos puntos, y los residuos semi-conservados que modifican las propiedades de su cadena lateral
€con un punto.
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I11.3.4 Estructura de los flagelos de B. japonicum LP 3004 y LP 3008

Una vez identificadas las flagelinas, decidimos ver la estructura y cantidad de
flagelos de B. japonicum al. Para ello, los cultivos se crecieron en las condiciones
habituales: 5 dias a 180 rpm y 28°C, con la diferencia de que luego se dejaron un dia en
reposo para evitar el desprendimiento de los filamentos. Una vez listos fueron tenidos
con acido fosfottingstico y lavados sobre una grilla. Como era esperable, ambas cepas
poseian flagelo y estos filamentos eran claramente distinguibles. Sin embargo, en
algunas de las preparaciones fue dificultoso encontrar y poder registrar por medio de
fotografias la union de flagelos a las células, ya que se veian superpuestos a ellas o
sueltos en el preparado. A pesar de esto, pudimos observar que LP 3004 tenia un tnico
flagelo subpolar, grueso y que no presentaba ondulaciones (Figura II1.5.A), mientras
que LP 3008 tenia el mismo tipo de flagelo mas otros peritricos, finos y con forma
sinusoidal (Figura II1.5.B). En la Figura IIL.5.C se puede comparar ambos tipos de
flagelos tomados de la preparacion de LP 3008. Este resultado es congruente con el
observado en las purificaciones de flagelina, donde hay una proteina expresada en
ambas cepas y que podria constituir el filamento grueso, mientras que la otra, expresada
en forma diferencial, seria el monomero constituyente de los flagelos peritricos de LP
3008. En el transcurso de estos experimentos Kanbe et al. (2007) mediante el empleo de
mutantes sitio-especificos demostraron que efectivamente, el flagelo grueso esta
formado por las flagelinas Bl15843 a BII5846, a las que denominaron FliC1-4, y el fino
por las flagelinas BlI6865 y BII686, a las que denominaron FliCI-II. Por otra parte, la
resolucion de las micrografias en nuestros experimentos no nos permite afirmar nada
acerca de la presencia de esa estructura de crestas y surcos observada para los flagelos
complejos, como el descripto con anterioridad para B. japonicum 110spc4.

En nuestro trabajo, logramos observar un resultado claro y es que la cepa salvaje
tenia un flagelo que se expresaba constitutivamente en el medio liquido de Gotz. El
mismo se encuentra constituido por unas flagelinas de un peso molecular mayor a lo
habitual, FliC1,2,3 y 4, mientras que la cepa mas movil expresa un flagelo adicional,
cuyo filamento esta formado por las flagelinas FliCI-II. Con este panorama, estuvimos
entonces en condiciones de afirmar la existencia de dos sistemas de flagelos en B.

japonicum constituidos por flagelinas diferentes. La presencia de dos sistemas flagelares

ya ha sido descripta para otras especies como Aeromonas sp., Azospirillum sp, Rhodobacter
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Figura l1l.5 Morfologia del flagelo de B. japonicum. A) Flagelo grueso subpolar (flecha) en LP 3004. B) Flagelos
finos peritricos (cabezas de flecha) y flagelo grueso (flecha) en LP 3008. C) Flagelo supolar (flecha) y flagelo
peritrico (cabeza de flecha) desprendidos de LP 3008

centenum, V. alginolyticus y V. parahaemolyticus. Mas adelante se discutira acerca de la

funcion de cada uno.

I11.3.5 Expresion diferencial de F1iCI y FliCII en B. japonicum LP 3004 crecida con diferentes fuentes
de carbono.

Al comenzar nuestros trabajos sobre la movilidad de B. japonicum decidimos utilizar el
medio minimo de Gotz justamente porque habia sido desarrollado para estudios de
movilidad y quimiotaxis en S. meliloti. La fuente de carbono de dicho medio es el manitol,
originalmente 5,4 mM (0,1 % p/v), pero aumentada por nosotros a 27 mM (0,5 % p/v)
puesto que a la concentracion original se dificulta el crecimiento de B. japonicum (Lopez-
Garcia et al,, 2001). En este medio nuestra cepa salvaje expresaba tnicamente el flagelo
grueso, constituido por FliCl, FliC2, FliC3 y FliC4. Sin embargo, en el trabajo de Kanbe
et al. (2007) emplearon el medio salino HM suplementado con arabinosa, extracto de
levadura y gluconato de sodio, todos al 0,1 % (p/v) y observaron que en estas
condiciones la cepa salvaje B. japonicum 110 spc4 expresaba ambos tipos de flagelos. Dado
que sabiamos que la fisiologia del crecimiento de B. japonicum varia al cambiar la fuente
de C (Karr et al, 2000; Quelas et al, 2006) decidimos comparar las extracciones de
flagelina de LP 3004 y LP 3008 crecidas en el medio HM suplementado con las tres
fuentes de carbono. El resultado se muestra en la Figura II1.6.A, donde pudimos

corroborar que tanto LP 3004 como LP 3008 expresaban ambas flagelinas mientras que
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en el medio de Gotz LP 3004 solamente expresaba FliCl-4 (Figura II1.3.A). A
continuacion, decidimos ver qué observabamos al cultivar las bacterias en el medio de
Gotz suplementado ahora con cada una de las fuentes de carbono del medio HM, pero
en forma separada. Con LP 3008 vimos que la desrepresion del flagelo fino era constante
en cualquiera de las fuentes carbonadas (no mostrado). En cambio, en las purificaciones
de LP 3004 observamos que tanto en manitol (medio original) como en extracto de
levadura, FliCI-II no se detectaban, pero cuando las fuentes de carbono fueron
gluconato de sodio o arabinosa, se pudo ver de manera clara la banda 37 KDa
correspondiente a FlLiCI-II (Figura II1.6.B). Decidimos ver si este resultado podria
deberse a un desprendimiento diferencial de los flagelos en los distintos medios,
tomando la precaucion de modificar levemente el protocolo de purificacion, de modo tal
de asegurarnos de no perder ninguna fraccion que posiblemente tuviera flagelos.
Centrifugamos los 150 ml de cultivo a 11.000 x g y 4°C y separamos dos fracciones: el
sobrenadante conteniendo el medio de cultivo (fraccion ) y el precipitado, conteniendo
las bacterias (fraccion IT). A la fraccion I, que presentaba flagelos desprendidos, la
precipitamos con PEG y NaCl. A la fraccion II (precipitado de células) la resupendimos
en 10 ml del mismo medio, la agitamos con vortex durante 4 minutos y la centrifugamos
2 15.000 x g y 4°C, obteniendo un segundo sobrenadante, que precipitamos de la misma
forma que el anterior. Asi, partiendo de cultivos de LP 3004 en las cuatro fuentes de
carbono, obtuvimos ocho muestras. Se pudo observar el mismo patréon de bandas en
ambas fracciones, siendo siempre el precipitado de la fraccion I mas sucio, (no
mostrado) con mas degradacion, suponemos debido a que el volumen que es mucho
mayor y la muestra no logra enfriarse lo suficiente; y, posiblemente a la presencia de

EPS. De esta manera, pudimos corroborar que la falta de deteccion de FliCI-II en el

A B Figura 1.6 Separacion de las flagelinas de
1 2 2 3 4 B.  japonicum  por electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida

- - (SDS-PAGE). A) Flagelinas de B. japonicum

_ — 66 LP 3004 (1) y LP 3008 (2) obtenidas de
cultivos crecidos en HM. B) Flagelinas de B.
japonicum LP 3004 obtenidas de cultivos en
“ - -. GGtz con 1) manitol 0,5%, 2) extracto de
. — 29 levadura 0,1%, 3) gluconato de sodio 0,1% y
4) arabinosa 0,1%. Marcador de peso
molecular en kDa. Geles tefiidos con
Coomassie blue.
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1 2 3 4 5 6 7 8
86kDa Figura II.7 Western blot de la purificacion de
flagelinas de B. japonicum LP 3004 revelado con
45kDa anticuerpos anti FIiCI-Il. Calles 1 a 4 Fraccion |.
Calles 5 a 8 Fraccion II: Cultivos en Gétz con
29kDa manitol 0,5% (1 y 5), gluconato de sodio 0,1% (2 y

6), arabinosa 0,1% (3 y 7) o extracto de levadura
0,1% (4 y 8) como Unicas fuentes de C.

medio de Gotz con manitol o extracto de levadura se debia a un menor nivel de
expresion de dichas flagelinas y no a una mayor fragilidad de los filamentos en estos
medios. La falta de deteccion de FLiCI-II no necesariamente refleja la ausencia de los
polipéptidos, ya que la tincion con Coomassie blue es relativamente poco sensible. Por
lo tanto, realizamos con las mismas muestras un Western blot, que es unas 1.000 veces
mas sensible, para ver si en manitol o extracto de levadura podiamos detectar algo de
FILiCI-II. El resultado se muestra en la Figura II1.7, donde comprobamos que FlLiCI-II
siguen siendo indetectables en extractos de bacterias crecidas en el medio de Gotz con

manitol o con extracto de levadura.

[11.3.6 Movilidad de B. japonicum LP 3004 y LP 3008 en diferentes fuentes de carbono.

Una vez que comprobamos que en el medio liquido de Gotz con arabinosa o
gluconato de sodio como tnicas fuentes de carbono la cepa LP 3004 expresa FliCI-II,
decidimos ensayar qué sucedia con la movilidad en las cajas de agar semisolido
suplementadas con esas fuentes de carbono. Como resultado se observo que, atn en las
cajas con la fuente de carbono en que la cepa salvaje expresaba el flagelo fino compuesto
por FliCI-11, el halo de la cepa LP 3008 seguia siendo mas grande (Figura I11.8.A-E). Esto
indica que existen otras modificaciones que conducen a este fenotipo ademas de la
expresion del flagelo, como por ejemplo su mayor capacidad quimiotactica. Atn en el
medio HM con las tres fuentes de carbono se observaba el mismo comportamiento de
las cepas (Figura II1.8.E). Asimismo, observamos que el desplazamiento en el medio
minimo de Gotz era significativamente mayor que en el medio HM, mas rico, y que en el
medio minimo de Gtz el mayor desplazamiento se observaba empleando manitol como
tnica fuente de C. Estos resultados indican que la magnitud del desplazamiento en
medio semisolido no tiene relacion ni con la velocidad de crecimiento de esta cepa (en

HM > Gotz-arabinosa o Gotz-gluconato > Gotz-extracto de levadura o Gotz-manitol) ni
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Figura I11.8 Cajas de movilidad de B. japonicum. En cada caja se muestra la cepa LP 3008 a la izquierda la y LP 3004 a
la derecha. Los cultivos se realizaron en el medio de Gétz con agar semisdlido durante 15 dias y diferentes fuentes de
carbono; A) manitol 0,5%, B) arahinosa 0,1%, C) extracto de levadura 0,1%, D) gluconato de sodio; o en el medio HM

().
con la expresion del flagelo fino (positiva en HM, Gotz-arabinosa o Gotz-gluconato y

negativa en Gotz-extracto de levadura o Gotz-manitol).

I11.4 Analisis molecular de los genes fliCI-Il'y fliCI234

111.4.1 Andlisis de las secuencias promotoras de fliCI (bl16866) y fliCII (bll6865) en B. japonicum LP
3004y LP 3008.

B. japonicum LP 3008 fue obtenida por seleccion artificial en placas de Gotz con 0,3 %
(p/v) de agar, luego de un proceso que involucro 13 rondas de seleccion y el pasaje por
nodulos de soja (Althabegoiti, 2004). Dado que el caracter de mayor movilidad se
mantuvo inalterado, suponemos que este cambio heredable fue causado por una
modificacion en la secuencia de ADN. En vista de las diferencias de expresion de FIiCI-
II comentadas anteriormente, decidimos ver si las supuestas modificaciones en la
secuencia de ADN podrian encontrarse en o cerca de los promotores de estos genes, o
bien en sus secuencias de union de ribosomas. Para ello, amplificamos secuencias
corriente arriba de fliCI y fliCII con los cebadores denominados int bll6865-6 Fw y bll6864
Rv y bll6867 Fw e int bll6865-6 Ry, que abarcaron 1401 y 1413 pares de bases (pb) de fliCl y
fliCII respectivamente, las cuales incluian las posibles regiones promotoras (117 pb y 345
pb rio arriba de cada gen respectivamente). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo
con una polimerasa de alta fidelidad (Pfx Invitrogen). En cada caso se repitieron las
reacciones a partir de tres moldes independientes. Luego del secuenciamiento de los 12
amplicones comprobamos que todos tenian 100 % de identidad con las secuencias
anotadas en el genoma de B. japonicum USDA 110. Por lo tanto, la causa de la diferencia de
expresion observada no parece residir en las secuencias no traducidas corriente arriba

de las zonas codificantes de estos genes.
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111.4.2 Andlisis de la expresion de fliCI-11 y fliC1234

Profundizando en el analisis de estos genes, realizamos un estudio transcripcional.
Dado que tanto fliCI-II como fliCI234 se encuentran contiguos formando dos clusters en
el genoma, analizamos la expresion de dichos genes para ver si forman ARN mensajeros
policistronicos. Como ya hemos mencionado, en estas regiones se hallan genes de
movilidad y quimiotaxis, siendo una de ellas la mejor caracterizada, o al menos, la que
mas funciones anotadas presenta (a la cual pertenecen fliCl y fliCIT). En la Figura IIL.9 se
muestra la longitud de los genes en cada cluster (en pares de bases) y su polaridad.

Como primer paso para hacer un analisis de la transcripcion debimos poner a punto
la extraccion de ARN, que si bien es una técnica sencilla en células eucariotas, resulta
un poco mas compleja en bacterias y mas atun en aquellas que, como la nuestra,
producen mucho exopolisacarido (EPS) y polisacarido capsular (CPS). Finalmente
logramos, mediante una modificacion del protocolo de Trizol (Invitrogen), obtener el
ARN total a partir de cultivos liquidos de bacterias. Las extracciones se realizaron a
partir de 20 ml de cultivos liquidos de LP 3004 y LP 3008 con una DOsyo de 1,2. Para
analizar si los genes se expresaban como uno o varios transcriptos, se utilizaron
cebadores que hibridan en diferentes marcos de lectura abiertos u ORFs (en inglés, Open
Reading Frames) o en la secuencia intergénica (Redondo-Nieto et al., 2008), de modo que
Unicamente si la expresion es en operon se generara producto luego de la
retrotranscripcion y la reaccion de PCR (RT-PCR). Este experimento requiere dos
controles basicos, por un lado debe normalizarse la cantidad de ARN utilizado o
extraido por medio de un control interno, un gen cuya expresion sea constante durante
el crecimiento de la bacteria. En nuestro caso el gen empleado fue sigA que codifica un
factor de transcripcion vegetativo (Hauser et al., 2006). Por otro lado, debemos tener la
certeza de que los genes de flagelina se estan expresando en la condicion evaluada; de lo
contrario, podria suceder que no veamos amplificacion por RT-PCR de alguna zona
intergénica no porque el ARNm no sea policistronico sino simplemente como
consecuencia de la falta de transcripcion de los genes involucrados. Para las secuencias
de fliCl y fliCII se disefiaron cebadores internos que amplifican fragmentos de 238 y 174
pb respectivamente. Al analizar los ADN complementarios (ADNc), tanto de LP 3004
como de LP 3008, se pudo ver que estos genes se expresaban de manera independiente

uno de otro, pues la banda esperada de 331 pb no se encontr6 en ningtin caso, mientras
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238 pb 174 pb
A
- - - -
fliF ——<  blIs865 (fliCl) bll6866 (fliCli) fiip }_
945 ph 942 pb
H_)
|:> 277pb <:|
Rv Fw
331pb
B 231 pb 147 pb 147 pb 147 pb

2292ph J 2274ph \ ’ 2274pb ] 2274ph
218pb 325pb 358pb
Rv Fw Rv Fw Rv Fw
264ph 197pb 326pb

Figura 1.9 Organizacion genomica de los genes de flagelina de B. japonicum USDA 110. En verde (A) las
flagelinas de bajo peso molecular y en naranja (B) las de alto peso molecular. Se esquematizan posibles secuencias
promotoras (flechas grises) y posibles terminadores de la transcripcion (triangulos rojos), segun www.softberry.com
o Neural Network Promoter Prediction. Flechas blancas: cebadores para la amplificacion de regiones intergénicas
por RT-PCR en el caso de que el transcripto sea policistronico. Flechas negras: cebadores para la amplificacion de
regiones internas de cada ORF por RT-PCR. Los tamafios de los genes y amplicones no estan en escala. La
orientacién de los genes corresponde a la establecida en la secuencia gendmica Kaneko et al. (2002).

que en el control positivo de la reaccion (usando ADN total de LP 3008) result6 una
banda intensa correspondiente a ese peso molecular (Figura II1.10). En forma paralela,
los controles con los fragmentos internos indicaron que tanto fliCI como fliCII se
encontraban expresadas. Haciendo un analisis bioinformatico se pudo predecir la
existencia de posibles secuencias promotoras a 40 pb y a 151 pb de fliCI y fliCII
respectivamente (www.softberry.com o Neural Network Promoter Prediction), y
también que a 50 pb rio abajo de fliCII existe una secuencia terminadora del tipo Rho
independiente (www.softberry.com) ( Figura I11.9.A).

Para analizar el otro cluster se disefaron cebadores internos que amplifican
fragmentos de 231 pb para fliCl y 147 pb para fliC2, fliC3 y fliC4. Debido a que estos tres
ultimos genes presentan entre si identidades del 94 al 97% no se pudieron disenar
cebadores diferentes para cada uno de ellos. En paralelo, se disenaron los cebadores

intergénicos para evaluar si existe un Gnico transcripto o varios. En este caso, debemos

destacar que los ORFs son muy grandes (casi 2.300 pb) y se encuentran separados por
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12 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15

Figura 111.10 A) RT-PCR de los posibles operones de genes de flagelina de B. japonicum LP 3004 y LP 3008. A)
PCR utilizando los cebadores de la region intergénica fliC I-l (1 a 3) y del control interno sigA (calle 5 a 8). Como
moldes se utilizaron ADNc de LP 3004 (2 y 6) y ADNc de LP 3008, (3 'y 7). Para el control positivo se empleé ADN
total de LP 3004 (1) y para los controles negativos agua (5) y ARN sin restrotranscribir (8). Calle 4: marcador de
PM,100 a 900 pb (fragmentos de 100 pb).

B) PCR utilizando cebadores de las regiones intergénicas fliC1-2-3-4. Con los cebadores intergénicos fliC1-2 se
realizaron PCRs de los controles positivo con ADN total de LP 3004 (1), y negativo con agua (4); y sobre los ADNc
de LP 3004 (2) y LP 3008 (3). Con los cebadores intergénicos fliC 2-3 se realizaron los mismos controles positivo (5)
y negativo (8), asi como las reacciones sobre los ADNc de LP 3004 (6) y LP 3008 (7). Con los cebadores
intergénicos fliC 3-4 se realizaron sendos controles positivo (10) y negativo (13); y las reacciones sobre los ADNc de
LP 3004 (11) y LP 3008 (12). Las PCRs con los cebadores sigA sobre LP 3004 y LP 3008 se muestran en las calles
14y 15, respectivamente. Calle 9: marcador de PM, 100 a 900 pb, 100 a 900 pb (fragmentos de 100 pb)

C) Expresion de los fragmentos internos de los genes fliCI-Il y fliC1-2-3-4. PCR utilizando los cebadores fliCl en:
control negativo con agua (1), ADNc de LP 3004 (2) y LP 3008 (3); fliCll, con ADNc de LP 3004 (4) y LP 3008 (5);
fliC1 con ADNc de LP 3004 (6) y LP 3008 (7), y fliC234 con ADNc de LP 3004 (8) y LP 3008 (9).

PM: marcador de peso molecular, fragmentos entre 100 y 1000pb. El control negativo con ARN sin retrotranscribir
se realizd una sola vez para verificar la ausencia de contaminacion con ADN.

entre 200 a 350 pb. Sin embargo, haciendo el mismo analisis bioinformatico utilizado
utilizado anteriormente observamos que solo para el gen fliCl ambas bases de datos
predicen una misma posible region promotora a 227 pb, mientras que para el resto de
los ORFs tinicamente se pudo encontrar prediccion de promotores por Softberry. En la
basqueda de terminadores de la transcripcion encontramos terminadores del tipo Rho
independientes predichos para todos los ORFs (www.softberry.com). Para corroborar
estos datos se llevaron a cabo las reacciones de PCR con los cebadores int fliCl-2 Fw y
Ry, int fliC2-3 Fwy Rv y con int fliC3-4 Fw y Rv, que amplifican fragmentos de 264,197 y
326 pb respectivamente.

Las secuencias amplificadas entre fliC2-3 y entre fliC3-4 son exclusivamete
intergénicas. En cambio en el caso de la int fliCI-2 los cebadores se aparean al comienzo
y al final de fliCl y fliC2. Se eligi6 esta nomenclatura de los cebadores para simplificar la

comprension. En la Figura II1.10.B se puede apreciar que estamos en presencia de
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ARNm monocistronicos, e igual que en el caso anterior, verificamos la expresion de
estos transcriptos (Figura IIL10.C). Junto a estos sets de reacciones realizamos la
amplificacion del fragmento del gen sigA en LP 3004 y LP 3008, y pudimos corroborar
que la cantidad de ARNm tomado para las reacciones en ambas cepas fue similar. Se
podria discutir acerca de la expresion de fliC2, fliC3 y fliC4, ya que solo tenemos un par de
cebadores que amplifican la misma region en los tres, por lo que podria suceder que
alguno de estos genes no se esté expresando, y en este caso no lo podriamos discriminar.

Asi, por medio de estos analisis, logramos deducir que los genes que codifican las

flagelinas de B. japonicum se expresan en ARNm monocistronicos.

I11.5 Discusion

En este capitulo hemos realizado la caracterizacion fisiologica de las cepas B.
japonicum LP 3004 y LP 3008. La cepa LP 3008 es un mutante de mayor movilidad
seleccionado artificialmente en nuestro laboratorio sin utilizar técnicas de biologia
molecular. Previo a analizar las caracteristicas simbioticas de la cepa, nos parecio
correcto evaluar su comportamiento en vida libre. En primer lugar encontramos que LP
3008 es mas quimiotactica que LP 3004 en todos los compuestos ensayados y posee uno
de sus flagelos desreprimido. El filamento de este flagelo se encuentra formado por FLiCI
y FliCII, mientras que existe otro flagelo que se expresa de manera constitutiva en las
condiciones ensayadas, tanto en la cepa salvaje como en la mutante y esta compuesto
por unas flagelinas de mayor peso molecular, denominadas FliC1234. Estos resultados
se verificaron por medio de la identificacion de las proteinas y de microscopia
electronica.

En forma contemporanea a nuestros hallazgos, Kanbe et al. (2007) observaron que B.
japonicum expresa sus dos flagelos en el medio liquido HM. Cuando probamos
suplementar nuestro medio de Gotz con cada una de las fuentes de carbono del medio
HM, encontramos que en la cepa salvaje con gluconato de sodio o arabinosa también se
expresan FliCI y FliCII, como ocurre en LP 3008. No obstante, atn cuando este flagelo
esta expresado en LP 3004, no se logra igualar el comportamiento de LP 3008 en las
placas de movilidad. Esto nos condujo a pensar en la existencia de otro factor que

contribuiria a la desrepresion del flagelo para generar el fenotipo mas movil.
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Los estudios fisiologicos realizados en este trabajo, nos permitieron postular de LP
3008, encontramos que B. japonicum tiene dos sistemas de flagelos, siendo hasta el
momento el tnico rizobio con esta caracteristica. Ademas, sus flagelos difieren de los
flagelos complejos de otros rizobios, y son mas similares a los de especies bacterianas
tales como V. parahaemolyticus y A. brasilense, las cuales utilizan uno de los filamentos para
nadar en medios liquidos, y el otro lo emplean para desplazarse sobre superficies.
Curiosamente se encontr6 una discrepancia entre el peso molecular teodrico y el
calculado experimentalmente de FLCI y FLCII en LP 3008, quizas debido a una
glicosilacion de estas proteinas. En otras bacterias se han encontrado glicosilaciones en
las flagelinas, por ejemplo en P. aeruginosa (Verma et al., 2006) y, recientemente, en R.
leguminosarum (Tambalo et al., 2010a).

Estos hallazgos nos conducen a diversas preguntas. En primer lugar, ¢{la mayor
movilidad de LP 3008 introduce alguna mejora en su interaccion con plantas de soja?.
En segundo lugar, ¢qué rol cumple cada flagelo en la movilidad de B. japonicum?. En tercer
lugar, ¢cada uno de los flagelos condiciona de distinto modo la competitividad para
colonizar la rizosfera y nodular en medios porosos a capacidad de campo? En capitulos

posteriores intentaremos responder estas preguntas.
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IV.1. Introduccién

Normalmente, los suelos agricolas estan compuestos por particulas cuyos diametros
varian entre 0,1 pm a 2 mm, dependiendo tanto del tipo de mineral del cual derivan,
como de los procesos formadores que actuaron. Asi, se divide generalmente a los poros
en dos categorias: no capilares, los cuales se drenan facilmente luego de un riego o una
lluvia, y capilares en los que el agua permanece después de que el suelo haya sido
completamente drenado. Asi, en un suelo normal, los poros no capilares constituyen
espacios gaseosos y discontinuos, y el agua del suelo se encuentra formando peliculas y
lentes. En este contexto no deberia esperarse que el agua del suelo forme canales
continuos a través de los cuales las bacterias puedan nadar a grandes distancias. Pero si
puede suceder que la natacion de las bacterias en el suelo ocurra luego de un periodo de
lluvias, hasta que el suelo haya drenado. Entonces, en los medios porosos como el suelo
es importante distinguir entre estados de saturacion de agua o condiciones de menor
contenido hidrico.

Los rizobios poseen sistemas de flagelos cuya principal funcion es permitir la
natacion en medios con disponibilidad de agua. Como hemos definido en el Capitulo III,
el agar 0,3% es considerado también un medio para la natacion (Harshey, 1994).
Ademas, datos citados por Watt et al. (2006) indican que la difusividad de solutos en
medios agarizados es mas cercana a la que se observa en soluciones acuosas que en
medios porosos insaturados. Dado que nuestro medio de referencia para ensayar
movilidad es el Gotz, determinamos los , de este medio en su estado liquido o con
0,3% de agar, siendo los mismos de -0,114 MPa y -0,136 MPa, respectivamente. Si
consideramos W, y ¥, (aporte de la gravedad y la presion, respectivamenre) iguales

para ambos pues no dependen de la composicion, podemos observar que el Wy, de un

medio liquido esta dado por su ¥ mientras que en el caso del medio con agar se agrega

el componente Wy, que modifica el W}. Segtin los valores obtenidos, podemos estimar el

valor de este Wy, para el medio agarizado al 0,3% en alrededor de -0,022 MPa. A
continuacion compararemos la capacidad simbiotica de LP 3008 con la cepa parental LP

3004 tanto en medios liquidos como en medios porosos a capacidad de campo.

85



Capitulo IV Tesis Doctoral Maria Julia Althabegoiti

IV.2 Ensayos en medios liquidos- Interacciones tempranas con raices de soja

1V.2.1 Adhesion

Nuestro mutante B. japonicum LP 3008 presenta una movilidad aumentada y la
expresion de uno de sus flagelos desreprimida, factores ambos que podrian afectar la
adhesion de estos rizobios a las raices de soja. En efecto, en otras especies bacterianas se
ha observado que la movilidad y la quimiotaxis podrian estar relacionadas con la
capacidad de colonizar la rizosfera y adherirse a las superficies vegetales, y que los
flagelos en particular podrian actuar ademas como adhesinas (Fujishige et al., 2006;
Lodeiro et al., 1995; Mongiardini et al., 2008; Smit et al, 1992). Por lo tanto, decidimos
evaluar la adhesion de las cepas LP 3004 y LP 3008 a raices de soja mediante el empleo
de una técnica ya puesta a punto en nuestro laboratorio (Caetano-Anolles & Favelukes,
1986b) y utilizada con éxito en diferentes sistemas planta-bacteria (Caetano-Anolles &
Favelukes, 1986a; Lodeiro & Favelukes, 1999; Lodeiro et al, 1995; Mongiardini et al,
2008; Wall & Favelukes, 1991).

Los inoculos bacterianos se cultivaron en el medio de Gotz hasta fase de crecimiento
exponencial y se diluyeron hasta 10> UFC ml”, concentracion a la cual se realizo la
incubacién con las raices. Como resultado observamos en dos experimentos
independientes que luego de una incubacion de 4 horas LP 3008 se adhirio de 1,5 a 2
veces mas que la cepa salvaje (Figura IV.1). Por el contrario, la adhesion luego de 1 hora
de incubacion resulto similar para ambas cepas. La tasa de adhesion de B. japonicum a
raices de soja luego de la primera hora de incubacion es muy activa, y disminuye luego

de cuatro horas de incubacion

0
(Lodeiro & Favelukes, 1999). Asi, : 7/0
podriamos postular que el proceso 0.6 I
en el cual el flagelo fino desempena 0,5
un papel tiene una tasa de actividad 0.4 .
similar a la tasa de adhesion luego 22 : —F i
de la primera hora de incubacion oj )
pero contintia activamente, 0

1 hora 4 horas

permitiendo un  aumento de
g Figura V.1 Adhesién a raices de soja de de B. japonicum
adhesion luego de cuatro horas de LP 3004 (barras blancas) y LP 3008 (barras grises). A% +

. .. . Intervalo de Confianza con p < 0,05.
incubacion. Si se tratara de la P
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movilidad y la quimiotaxis, estos procesos son rapidos y se esperaria que los gradientes
quimiotacticos en medio liquido ya estén formados luego de una hora.

Por lo tanto, estos resultados apuntan a que el rol del flagelo fino en la adhesion es
mas coherente con un rol de adhesina, que permita una adhesion mas firme y/o una tasa
de desorcion mas lenta, manifestandose asi a tiempos largos de incubacion.

Si bien se han realizado trabajos de quimiotaxis en B. japonicum (Barbour et al., 1991;
Kape et al,, 1991) nunca se emplearon mutantes en flagelos 0 en quimiotaxis para los
estudios de adhesion. S6lo en 1986 Vesper y Bauer describieron la adhesion a superficies
plasticas de B. japonicum mediada por fimbrias (pili); sin embargo encontraron que un
bajo porcentaje de la poblacion bacteriana presentaba este tipo de estructuras y que
dependian mucho de la fase de crecimiento (Vesper & Bauer, 1986). La pilina
constituyente de estos pili fue caracterizada como una proteina de 21 kDa. En nuestras
preparaciones de flagelos y observaciones al microscopio electronico, en ningtn caso
hemos podido observar la presencia de una estructura similar al pilus, como asi
tampoco la presencia de esta proteina en nuestras preparaciones de proteinas

extracelulares de la cepa salvaje o las mutantes.

1V.2.2 Infectividad

La infectividad puede definirse en relacion con la rapidez con que los rizobios
ingresan a las raices, infectan el primordio de nodulo y promueven su desarrollo.
Obviamente la infectividad tiene como prerrequisito la adhesion de los rizobios a las
raices, si bien una minima fraccion de las bacterias que se adhieren completa la
infeccion. En vista de los resultados obtenidos para la adhesion, decidimos ensayar la
infectividad de la cepa mas movil, comparada con la salvaje, en raices de soja.

Esta metodologia se basa en la existencia de una tnica zona infectable al momento
de la inoculacion. Esta zona se denomina ventana de infeccion y esta comprendida entre la
punta de la raiz (PR) y la zona de los pelos emergentes mas pequefios (PEMP), dado
que no pueden producirse infecciones en la region de los pelos radicales maduros.
Debido a que esta zona se desplaza a medida que la raiz crece y se desarrolla, cuanto
mas tarde ocurran las infecciones, mas cerca del apice de la raiz apareceran los nodulos.
Por lo tanto, cuando mas infectivos sean los rizobios, una mayor cantidad de nodulos se
encontrara en las zonas cercanas a la base de la raiz. Para expresar la distribucion de los
nodulos a lo largo de cada raiz se definen unas unidades relativas de distancia (URD)

que compensan las diferencias de longitud entre raices individuales. Una URD se define
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como la distancia que existe al momento de la inoculacion entre PR y la zona de los
PEMP (para mas detalles ver Materiales y Métodos y Bhuvaneswari et al, 1980. Estos
ensayos se realizan en bolsas plasticas de crecimiento regadas con FMS proporcionando
un ambiente saturado de agua. De acuerdo a estudios anteriores sobre el aumento de la
infectividad con el tamano del inoculo, se verifica una relacion directa hasta inoculos
bacterianos de 10° UFC planta™, por encima de los cuales la infectividad ya no aumenta
mas (Halverson & Stacey, 1986).

Para comparar el efecto de la mayor movilidad de la cepa LP 3008 era pues necesario
que los inoculos contuvieran concentraciones bacterianas no saturantes, esto es,
bastante por debajo de 10° UFC ml". Los cultivos bacterianos empleados en estos
experimentos fueron crecidos en el medio de Gotz hasta fase exponencial y se diluyeron
en FMS con el fin de inocular 1 10* UFC planta”. Luego del periodo de incubacion
planta-bacteria, se registro el namero de nodulos formados en las raices primarias y su
distancia a la marca de PR (realizada al momento de la inoculacion) y los datos se
agruparon por segmentos de distancias a la marca de PR. Los nodulos formados por
debajo de la marca de PR (es decir, en partes de la raiz que no existian al momento de la
inoculacion) recibieron valores negativos de URD. El resultado se volco en un grafico
que muestra la distribucion de los nodulos en URD respecto a la marca de PR (Figura
IV.2) Se obtuvo siempre una mayor densidad de nodulos en la zona cercana a PR en las
plantas inoculadas con la cepa LP 3008, lo cual refleja que posee una mayor infectividad
que la cepa salvaje. Otro parametro calculado es el valor medio de la distancia del
nodulo mas alto a PR (en URD). Este ntimero se presenta en la grafica para el ensayo
mostrado, mientras que en un ensayo independiente se obtuvieron valores de -1,29 +
0,52 para LP 3004 y de -0,29 + 0,30 LP 3008. En ambos ensayos estos valores fueron mas
cercanos a 0 para LP 3008, indicando que esta cepa genero infecciones mas rapidamente
que LP 3004. Un resultado similar para este parametro se observo para S. meliloti-alfalfa,
donde una cepa que carece de flagelos y otra que con fenotipo Mot ™ (tiene flagelo pero
no funciona) presentan valores promedio mas negativos, o sea mas alejados del 0

(Caetano-Anolleset al.,, 1988).
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Figura IV.2 Infectividad de B. japonicum LP 3004 (izquierda) y LP 3008 (derecha) en plantas de soja. Los valores
negativos indican distancias relativas (URD) de nddulos situados en regiones de la raiz ausentes al momento de la
inoculacion. Los histogramas muestran la totalidad de los nodulos desarrollados en las raices de cada condicion.
Insertadas se encuentran las distancias promedio del nédulo més alto a la marca de la punta de la raiz.

IV.3 Ensayos en medios porosos

Abordar los ensayos de interaccion planta-bacteria y poder evaluar el
desplazamiento y la movilidad bacteriana en medios porosos no resulta una tarea
sencilla, mas atin conociendo la complejidad de los suelos, habitat donde se encuentran
los rizobios en vida libre. Alli son capaces de sobrevivir durante largos periodos, atin en
escasez de nutrientes (Lopez-Garcia et al, 2002; Sadowski & Graham, 1998). Sin
embargo, en este medio los rizobios presentan una escasa movilidad vertical (Sadowski
& Graham, 1998). Un experimento realizado en suelos de Norteamérica en el afio 1989
demostro que la inoculacion sobre la semilla permitia competir a los rizobios
inoculados Gnicamente en la zona de aplicacion y no a lo largo del sistema radical,
siendo el inoculante incapaz de desplazarse hacia las profundidades (McDermott &
Graham, 1989). Este resultado fue confirmado posteriormente en nuestro laboratorio
(Lopez-Garcia et al, 2002). El desplazamiento de los rizobios parece depender de
factores capaces de transportarlos, tales como la labranza, la accion de las lombrices, o
el agua de percolacion (Madsen & Alexander, 1982). Mas recientemente, la movilidad
de S. meliloti hacia los exudados radicales en turba usada como sustrato fue observada
nuevamente como muy restringida, a menos que también estuvieran presentes
nematodes capaces de ser atraidos por compuestos volatiles liberados de las raices de
Medicago truncatula. En estos experimentos se observo que los rizobios fueron

transportados tanto sobre la superficie como en el tracto intestinal de los nematodes
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(Horiuchi et al, 2005). En contrapartida con las evidencias anteriores existe otra
tendencia a pensar que los exudados radicales, percibidos por los rizobios, permiten
una quimiotaxis y movilidad positiva hacia las raices en el suelo y confieren una ventaja
competitiva; sin embargo estos trabajos se realizaron en condiciones de saturacion de
agua (Ames & Bergman, 1981; Barbour et al, 1991; Brencic & Winans, 2005;
Dharmatilake & Bauer, 1992; Yost et al,, 2003). Sabiendo que la movilidad en medios
porosos no saturados es escasa, pero habiendo observado diferencias significativas en
los experimentos realizados en medios liquidos, decidimos evaluar el comportamiento
en medios porosos insaturados y comprobar si una mayor movilidad bacteriana puede

contribuir a una mejor colonizacion de las raices en estos medios.

1V.3.1 Colonizacicn rizosférica a tiempos cortos

Disenamos ensayos de colonizacion de raices de soja en un sustrato neutro,
vermiculita, comtnmente empleado para realizar cultivos hidroponicos de plantas. Este
sustrato presenta una aireacion y retencion de agua similares a las del suelo. De esta
manera, no solo intentamos semejar las condiciones del suelo, sino que a la vez logramos
controlar la composicion nutritiva y descartar la influencia de otras variables bioticas o
abioticas. Los rizobios se inocularon de dos maneras diferentes. En el primer caso se
inocularon sobre las semillas (semejando el modo mas frecuente de aplicacion de los
inoculantes) y en el segundo caso se distribuyeron en la vermiculita (semejando la
distribucion de los rizobios de la poblacion del suelo).

Para llevar a cabo las inoculaciones de las semillas los cultivos bacterianos se
crecieron hasta obtener inoculos de 10° rizobios ml”, ya sea en medio YEM o en Gotz.
Luego de colocar plantulas de soja de tres dias de edad en los tubos regados con FMS se
realizo la inoculacion sobre la semilla (que quedaba al ras de la superficie de la
vermiculita) con 1 ml de cultivo. Al cabo de 48 horas se cortaron los tubos y se
desprendio cuidadosamente la vermiculita adherida a las raices, de modo tal de no
modificar la distribucion de bacterias en la superficie radical. Luego cada una fue
dividida en tres partes iguales: superior, media y apical y lavadas suavemente. Como
resultado, independientemente del medio en que fueran cultivadas, ambas cepas fueron
capaces de colonizar el tercio superior de raiz, el tercio medio tnicamente fue alcanzado
por la cepa salvaje, y el tercio apical no fue colonizado en ninguno de los dos casos
(Figura IV.3. Ay B). Este resultado nos llamo la atencion, pues hubiésemos esperado un

resultado opuesto en cuanto a la colonizacion de la parte media de la raiz. Sin embargo
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Figura IV.3 Colonizacion de B. japonicum sobre raices de soja. Se inocularon los cultivos bacterianos crecidos en
los medios de YEM (A'y C) o Gétz (B), ya sea sobre la semilla (A 'y B) o en la vermiculita (C). Se registrd el nimero
de UFC en el tercio superior, medio o apical de la raiz. Las barras de error indican el desvio estandar (n=5).

estos resultados corroboraron observaciones previas acerca de la escasa movilidad
bacteriana en el suelo (McDermott & Graham, 1989).

Para inocular los rizobios en la vermiculita se regaron los tubos con una solucion de
FMS conteniendo 1,49 10° rizobios LP 3004 ml" 0 2,29 10° rizobios LP 3008 ml™. Se
permitio el drenaje del agua gravitacional para alcanzar la capacidad de campo, se
colocaron las plantulas de soja y se dejaron 48 horas, luego de las cuales se procesaron
como en el experimento anterior. Los resultados mostraron que en primer lugar, las tres
partes fueron colonizadas por ambas cepas, y en segundo lugar, no hubo diferencias
significativas entre la cepa salvaje y la mutante de mayor movilidad (Figura IV.3.C)

Estos datos son congruentes con trabajos realizados previamente en nuestro
laboratorio donde se demostro que la posicion de los rizobios en el sustrato determina

su competitividad (Lopez-Garcia et al,, 2002), pero ademas indican que el aumento en la

movilidad de B. japonicum no se reflejo directamente en una mejora en la colonizacion
radical, pese a que anteriormente hemos visto aumentos de adhesividad e infectividad.
Estos resultados ponen nuevamente de relieve las profundas diferencias entre los
medios liquidos y los medios porosos insaturados y sefialan la necesidad de no

extrapolar resultados obtenidos en los primeros a los segundos.

1V.3.2 Colonizacién a tiempos largos: distribucion de B. japonicum en raices de soja’

B. japonicum es capaz de colonizar las raices de soja para finalmente invadir las células
de la raiz e ingresar a la planta; sin embargo, no se conoce como es la distribucion de las
bacterias a lo largo de la raiz. A fin de analizar si hay sitios preferenciales de
colonizacion, realizamos una microscopia electronica de barrido de las raices de soja

inoculadas con su simbionte. Las plantas inoculadas con los rizobios fueron cultivadas

' Realizado en la Universidad Autonoma de Madrid (Espafia) bajo la direccion de los Dres. Rafael Rivilla
y Marta Martin por convenio en el marco de la Red BIOFAG-CYTED.
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en jarras de Leonard, donde se espera que no haya perturbaciones ocasionadas por el
riego sobre el patron de colonizacion. La inoculacion de los rizobios se realiz6 con las
cepas LP 3004 y LP 3008 sobre las semillas de plantulas de tres dias. Luego de dos
semanas de crecimiento en las jarras de Leonard se realizo el procesamiento de las
plantas. Se eligieron trozos de raices principales y secundarias y se observaron al
microscopio electronico de barrido. Los patrones de colonizacion indicaron que los
rizobios no tapizaban uniformemente la raiz, encontrandose en mayor cantidad en las
partes medias de la raiz que en las apicales (Figura IV.4). Por otro lado, y al igual que se
puede observar en P. fluorescens colonizando alfalfa (Barahona et al,, 2010), las bacterias se
ubicaron por debajo del mucilago generado por la raiz, y se pueden apreciar en regiones
donde esta pelicula se ha roto, ya sea naturalmente o a consecuencia de la manipulacion
con las pinzas durante el proceso de fijacion. La distribucion no parece estar acotada a
los pelos radicales sino que los rizobios se encontraban en toda la superficie de la raiz
(Figura IV.4. Ey F). Las observaciones resultaron indistintas para LP 3004 o LP 3008 y
en general, los rizobios se encontraban adheridos lateralmente a la superficie radical,

observandose pocos casos de adhesion polar.

1V.3.3 Movilidad en arena

En la busqueda de otro sustrato diferente a la vermiculita, y debido a la complejidad
de los sistemas naturales para evaluar los desplazamientos de las bacterias, disenamos
un sistema poroso con arena dispuesta en cajas de Petri de 9 cm de diametro regada con
medio de Gotz. En primer lugar, evaluamos la cantidad de medio de Gotz que debiamos
agregar a una cantidad fija de arena para mantener un estado hidrico similar a la
capacidad de campo. Luego de algunas pruebas seleccionamos una proporcion de 4,45 g
de arena ml" de Gotz, que poseia un yy, de -0,23 MPa, valor no muy lejano al hallado en
los suelos. Se colocaron 20 il de un cultivo con aproximadamente 10° UFC ml” en el
centro de la caja de Petri de modo que el namero total de bacterias inoculado era de
aproximadamente 10° UEC. Luego, a distintos tiempos se tomaron muestras a
diferentes distancias del punto de inoculacion. Comenzamos con la cepa salvaje y
tomamos muestras en un radio de 1 cm respecto del punto de inoculacion a los 5 dias.
Sin embargo, en estas condiciones no pudimos recuperar bacterias, con lo que
dedujimos que en el periodo mencionado no llegaron a desplazarse a esa distancia. Por
lo tanto, en los siguientes experimentos, prolongamos los tiempos de incubacion a 7

dias y pudimos contar del orden de 10* UFC mg arena” a1 cm de distancia del punto de
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siembra, pero solo en algunas muestras. En un ensayo realizado tinicamente con LP
3008, inoculamos un total de 1,41 10 UFC en tres cajas diferentes. En una de ellas

tomamos una muestra del centro a tiempo 0, y recuperamos 4,36 10* UFC mg de arena .
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Figura IV.4 Colonizacion de raices de soja por parte de B. japonicum LP 3004 y LP 3008 luego de dos semanas de
cultivo en jarras de Leonard. Se muestran micrografias electrénicas de barrido de las partes medias de raices
inoculadas con LP 3004 (A, By E) o con LP 3008 (C, Dy F) y de las partes apicales con LP 3004 (G) o con LP 3008
(H). En cada figura se indica el aumento y se muestran las barras de referencia de tamafio.
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En las otras dos placas tomamos muestras a 0; 1 y 3 cm luego de 7 dias de incubacion
(Figura IV.5.A). Finalmente, decidimos inocular cajas tanto con la cepa salvaje o con la
mas movil e incubarlas durante 14 dias, en ambos casos se inoculo un total de 1 10°
rizobios y se tomaron muestras en cuatro direcciones diferentes respecto del centro en
la misma placa. Para ambas cepas, recuperamos del orden de 10°, 10’ y 10” bacterias mg
arena’ a 1; 3y 4 cm respectivamente (Figura IV.5.B). Con estos ensayos, corroboramos
que el desplazamiento neto de los rizobios en este medio es muy escaso. Incluso en
algunos casos, por ejemplo a la distancia de 1 cm, las bacterias podrian haberse
duplicado ademas de haberse desplazado, tal como ocurre en vermiculita regada con
FMS, donde B. japonicum es capaz de crecer dos ordenes de magnitud en 10 dias y
persistir en ese numero durante 40 dias mas (Lopez Garcia, 2004).

Para observar como era la expresion de los flagelos en este medio decidimos
purificarlos a partir de bacterias recuperadas de la arena. Para ello recuperamos las
bacterias de las placas de Petri resuspendiéndolas en buffer PBS. Luego sonicamos la
suspension durante 10 minutos en bano de agua, a fin de desprender a las bacterias que
se encontraran unidas a las particulas de arena; y vorteamos 5 minutos a maxima
potencia, con el objetivo de desprender los flagelos de las células. Centrifugamos a 8.000
x gy recuperamos el sobrenadante. El mismo fue recentrifugado y se obtuvo el pellet y
un nuevo sobrenadante. Se sembraron muestras de estas fracciones y se realiz6 un
Western blot de las mismas. Asi pudimos observar que tanto LP 3004 como LP 3008
tenian expresado el flagelo fino en este medio (Figura IV.6) (se muestra tnicamente la

fraccion del sobrenadante). Debemos recordar que en el medio de Gotz liquido con la
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Figura IV.5 Desplazamiento de B. japonicum en placas con arena regada con medio de G6tz (W -0,23MPa)
durante 7 dias (A) y 14 dias (B) a 28° C. Las muestras se tomaron a tres distancias diferentes del punto de
inoculacién (o en el punto de siembra en A) luego de los tiempos indicados. Linea llena LP 3004 y linea punteada
LP 3008.
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fuente de carbono original (manitol) la cepa salvaje LP 3004 no expresaba dicho flagelo.
En la membrana del Western blot, ademas de la banda discreta y del peso molecular
correspondiente a las flagelinas se puede observar de fondo un bandeo con dobletes
equiespaciados, caracteristico del perfil del LPS de B. japonicum (Quelas et al., 2010),
indicando que las flagelinas de bajo peso molecular FLiCI-II pueden haberse asociado al
LPS o bien que el anticuerpo también reconocié al LPS y éste pueda haber

coprecipitado junto a las flagelinas en nuestra extraccion.

1V.3.4 Competicion para la nodulacion en el campo

Una vez realizados los experimentos en medios porosos no saturados y en
condiciones controladas de laboratorio, decidimos probar las cepas LP 3004 y LP 3008
en competicion con las cepas residentes en los suelos naturales mediante un ensayo a
campo. El experimento se realiz6 en un campo de San Antonio de Areco, Provincia de
Buenos Aires y la siembra se realizo el 20 de diciembre del ano 2005. El suelo es
cultivado con soja desde hace anos. Por medio de un ensayo del namero mas propable
(Vincent, 1970) se determino que la densidad de rizobios noduladores de soja era de 1,8
10° rizobios g de suelo . El suelo era un argiudol vértico de textura limosa y al momento
de la siembra su contenido hidrico se encontraba a 70% de la capacidad de campo. El
diseio experimental consistio en bloques completamente aleatorizados con tres
bloques por condicion, cada uno de 3,14 m por 7 m. Los inoculantes conteniendo las
cepas LP 3004 y LP 3008 fueron preparados en formulaciones liquidas por Sintesis
Quimica S.A.LC y contenian un titulo de 10° rizobios ml". Los métodos de inoculacion
fueron sobre semilla o en el surco de siembra empleando siembra directa. En el surco se
inocularon 25 semillas m” y se encontraban separados a 0,38 m uno del otro. De este

modo, se realizaron 4 tratamientos, dos para cada cepa, mas el control sin inocular. En

1 PM 2 3
Figura IV.6 Western blot de la fraccion del
sobrenadante de proteinas obtenidas de
45kDa bacterias recuperadas del ensayo de
S — movilidad en arena, reveladas con antisuero
anti-FIliCl-1l.  Calle 1: control positivo,
- flagelina FIiCI-Il purificada: Calle 2: extracto

: proteico de LP 3004 y calle 3. extracto
proteico de LP 3008. La flecha indica la

14kDa banda correspondiente a FIiCl-Il. PM:
Marcadores de peso molecular.
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ambos tipos de inoculacion la dosis de inoculante fue de 4 10° rizobios kg de semilla™,
Las plantas se cosecharon en el estado vegetativo V6: se tomaron 10 plantas de cada
bloque y se sacaron todos los nodulos. Los mismos se esterilizaron en superficie
individualmente y sus contenidos se sembraron en cajas réplica de YEM con
cicloheximida o con cicloheximida y estreptomicina. Aquellas colonias que crecieron en
ambas cajas pertenecian a los nodulos ocupados por la cepa LP 3004 o LP 3008
(dependiendo del tratamiento). Los porcentajes de ocupacion se analizaron por medio
del analisis de varianza y el test de Tukey. En todos los tratamientos la poblacion
naturalizada ocup6 mucho mas de la mitad de los nodulos, como era esperable de
acuerdo a resultados previos (Triplett & Sadowsky, 1992). Cuando los rizobios fueron
inoculados en semilla, las cepas LP 3004 y LP 3008 ocuparon un 6% y un 10%
respectivamente, pero estas diferencias no son estadisticamente significativas. Sin
embargo, cuando la inoculacion se realizo en el surco de siembra, los porcentajes de
ocupacion de nodulos fueron 12% para LP 3004 y 22% para LP 3008, siendo estos
valores diferentes con p < 0,05 (Figura IV.7).

IV.4 Discusion

En el presente capitulo hemos desarrollado experimentos que evaluaron las
interacciones mas tempranas de B. japonicum y soja en medios con distintos grados de
saturacion de agua. En los medios liquidos o en sistemas saturados de agua se pudo

observar mayor adhesividad e infectividad en la cepa mas movil LP 3008 que en la
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% de ocupacion de ndédulos

LP 3004 semilla LP 3008 semilla LP 3004 surco LP 3008 surco

Figura IV.7 Ocupacion de nodulos en un cultivo de soja en San Antonio de Areco durante la campafia 2005/6
inoculado con B. japonicum LP 3004 y LP 3008 en semillas o en el surco de siembra. Las letras iguales indican que
no hay diferencias significativas con p< 0.05 en un analisis de varianza.
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parental LP 3004. En medios porosos a capacidad de campo las bacterias no pudieron
desplazarse a grandes distancias. Estos datos concuerdan con nuestros experimentos
previos, donde las cepas LP 3004 o LP 3008 mostraron una baja capacidad de nodular
en macetas con vermiculita en competencia con una poblacion establecida en el
sustrato (Althabegoiti, 2004). Sin embargo, en la competicion para la nodulacion en el
campo se pudo observar una mejora cuando LP 3008 fue inoculada en el surco de
siembra. Asimismo, ensayos como este fueron realizados en otros campos con la cepa LP
3008 y con la cepa LP 3018, derivada de la E109 (cepa de inoculacion de referencia)
resistente natural a espectinomicina y a estreptomicina. La misma tiene una movilidad
similar a LP 3004. Estos campos también tenian historia previa de soja, y se encontraron
poblaciones residentes de entre 10* y 10 rizobios noduladores de soja g de suelo™. Las
inoculaciones se realizaron en semilla y en el surco de siembra y resultaron en valores
medios de ocupaciones de nodulos del 28,2 y 37,2% respectivamente para la cepa LP
3008, mientras que para la cepa 3018 las ocupaciones de nodulos resultaron ser del 13,2
y 242%. El analisis de variancia demostré un fuerte componente de la cepa para
explicar la variabilidad total del ensayo, que ademas involucro al tipo de inoculacion y a
lalocalidad (Lopez-Garciaet al., 2009).

Nuestros resultados en medios liquidos indican que la movilidad de los rizobios
tiene un papel en las etapas tempranas de infeccion (Brencic & Winans, 2005; Caetano-
Anolles et al., 1988). Sin embargo, los ensayos realizados en medios porosos a capacidad
de campo parecen acotar este papel a la condicion de saturacion de agua. Estos
experimentos confirmaron que la movilidad per se en medios porosos a capacidad de
campo es limitada y no llegaria a ser determinante para una mejora en la colonizacion.

Analizando el comportamiento bacteriano, podriamos plantear la discusion acerca
del rol de cada flagelo en el desplazamiento de B. japonicum en medios liquidos y porosos.
Recientemente en nuestro laboratorio la Licenciada J. M. Covelli caracterizo el swarming
de B. japonicum, pero desconocemos si podriamos asignarlo a uno u otro flagelo, y en qué
condiciones naturales ocurre. A partir de nuestros ensayos pudimos verificar que en
arena a capacidad de campo cambiaba la expresion del flagelo fino en la cepa salvaje,
respecto de un medio liquido con igual composicion. Esto, sumado a nuestras
observaciones previas acerca de los cambios de expresion del flagelo fino segtn la fuente
de C empleada, nos indica que en distintos medios, ya sea desde el punto de vista fisico
o quimico, la expresion de los flagelos puede ser diferencial y estar directamente

relacionada con el tipo de movimiento que realice el rizobio. Es por ello que
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consideramos obtener mutantes en cada uno de los tipos de flagelina para analizar sus

contribuciones a la movilidad y la competitividad para nodular en B. japonicum.
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V.1 Introduccion

En capitulos previos hemos analizado la expresion y la funcion de los flagelos de B.
japonicum en LP 3004 y en LP 3008. Pudimos comprobar que en medio liquido de Gotz la
cepa parental no expresa el flagelo fino, mientras que si se induce cuando el medio es
suplementado con arabinosa o gluconato de sodio; e incluso cuando las bacterias se
encuentran en un medio poroso como la arena. De forma contraria, la cepa LP 3008
presenta este mismo flagelo desreprimido en el medio liquido de Gotz con su fuente de
carbono original, lo cual le confiere una mayor adhesividad e infectividad. Asimismo, se
ha obsverado una mejora en la competicion en el campo empleando esta cepa. Estos
resultados nos condujeron a pensar en qué rol cumplen los flagelos en dichos procesos.
En esta Tesis estudiaremos los flagelos de B. japonicum enfocandonos principalmente en
su relacion con la movilidad.

En bacterias se han descripto al menos seis tipos de movimientos (Henrichsen, 1972),
siendo dos de ellos, el swimming y el swarming mediados por flagelos y los mas estudiados.
Existe una gran diversidad en sus arreglos y existen ademas especies bacterianas con
dos sistemas de flagelos. Entre ellas podemos enumerar a la familia Vibrionaceae, las mas
estudiada hasta el momento (McCarter, 1999; McCarter, 2001; 2004), y otras especies
como Rhodospirillum centenum (bacteria purpura fotosintética) (McClain et al, 2002)
Azospirillum spp (rizobacteria fijadora de nitrogeno en vida libre) (Moens et al., 1996) y
Aeromonas spp (patogeno oportunista gestrointestinal de humanos) (Gavin et al., 2002),
entre otras. Sus flagelos poseen diferentes caracteristicas y cumplen funciones disimiles
en el desplazamiento. En general, uno de ellos es responsable del swimming en medios
liquidos y el otro es el responsable del swarming.

B. japonicum se encuentra alejado filogenéticamente de otros rizobios. Esta lejania se
ve reflejada en varios aspectos, uno de ellos es el tamano de su genoma, de 9,1 10° pbyla
cantidad de genes: 8.373, al compararlo con el genoma de S. meliloti, que tiene 6,7 10°pb y
6287 genes, o con el genoma de R etli de 6,53 10° pb y sus 6.022 genes. Es probable
entonces que B. japonicum tenga muchos de sus genes repetidos. Por ejemplo, una de las
enzimas de la via de sintesis de polihidroxibutirato, la hidroxibutiril-CoA sintasa,
presenta 5 copias en el genoma (Quelas, 2009). Otra particularidad que lo caracteriza es
que no posee plasmidos naturales, mientras que la mayoria de los rizobios tienen

plasmidos simbioticos, incluso algunos de gran tamafo como los son pSymB (1,68 10°
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pb) y pSymA (1,35 10° pb) de S. meliloti o los 6 plasmidos de R. etli CFN42. Finalmente, es
el tnico rizobio conocido que presenta dos sistemas de flagelos, descriptos en el
Capitulo 1III, y en los cuales enfocaremos nuestro estudio. Ambos filamentos son
aparentemente simples, existe un tnico flagelo grueso subpolar, constituido por una
flagelina de 65 kDa y varios peritricos finos compuestos por una flagelina de 37 kDa
(aunque la masa molecular teorica es de 34,6 kDa). La energia necesaria para que estos
propulsores funcionen esta dada por la disipacion de un gradiente de protones (Kanbe
et al, 2007). En el genoma de B. japonicum USDA 110 (Kaneko et al, 2002) se pueden
observar dos clusters de genes de biosintesis y regulacion de flagelos e inmersos en ellos
se encuentran los genes de flagelina. Ademas, hay algunos genes relacionados dispersos
en el genoma. En el presente capitulo abordaremos la construccion de mutantes en cada
uno de los tipos de flagelina por medio de la delecion de los genes respectivos y

analizaremos los fenotipos obtenidos.

V.2 Construccion de mutantes en los genes que codifican flagelinas en

B. japonicum.

Para la construccion de todos los mutantes se eligio una estrategia de doble
recombinacion homologa, en la cual se inserta en el genoma una resistencia a
antibiotico en reemplazo de los genes de flagelina. La organizacion de los genes de
flagelina de bajo peso molecular (fliCI y IT) y alto peso molecular (fliC123 y 4) se muestran
en las Figuras V.1y V.2, respectivamente.

Para llevar a cabo la delecion en fliCI y II (blI6865 y bll6866 respectivamente) la
estrategia general de clonado se muestra en la Figura V.1. Brevemente, se amplifico por
PCR un fragmento de 393 pb denominado region 1 (regl), que se encuentra rio abajo a
bll6865 abarcando la region intergénica y parte de bll6864. Dicho amplicon (Figura V.LA,
gel a) fue clonado en el vector comercial pGemT-Easy (Promega) segin las indicaciones
del fabricante. Asi se obtuvo el plasmido pMJAOl, corroborandose por PCR con
cebadores MI3 y los especificos del fragmento insertado (no mostrado). El mismo
procedimiento se realizo con un fragmento de la region intergénica entre bll6866 y
bll6867, de 262 pb (Figura V.1.B, gel d), al cual denominamos region 2 (reg2), y al vector
que lo contiene pMJA02. Luego, se libero del plasmido pMJAOQL el inserto previamente

clonado por digestion con EcoRI y se introdujo el mismo en el plasmido pK18mob,
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suicida en rizobios (Figura V.LB, gel b), originando el plasmido pMJAO3. El mismo fue
chequeado por PCR para obtener la orientacion deseada y compatible con el segundo
fragmento a clonar (Figura V.LA, gel ¢). A partir del plasmido pMJAO2 con el inserto
reg2 (orientado en la direccion deseada, Figura V.1.B, gel e), se realizo su digestion con
Pstly Sphl, de modo de posibilitar su posterior clonado de manera orientada en pMJAO3,
digerido previamente con las mismas enzimas (Figura V.1B, gel f). El plasmido
resultante, denominado pMJAO04, fue evaluado por PCR, y se corrobor6 que contiene
ambos fragmentos (Figura V.LB, gel g), con un sitio de clonado BamHI entre ellos. La
digestion con BamHI del plasmido pHP43Q libero el casete de resistencia a Sm/Sp, que
luego fue introducido en el plasmido pMJA04 digerido con la misma enzima (Figura
V.LB, gel h) para asi construir finalmente el plasmido pMJAOS5, el cual se cheque6 por
digestion (Figura V.1.C, gel i) y posterior secuenciacion. Esta tltima construccion se
moviliz6 a B. japonicum LP 3004 y LP 3008 por conjugacion triparental utilizando el
plasmido asistente pRK2013. La primera seleccion se realizo en cajas YEM Sm/Sp, a
favor de aquellas colonias que pudieran presentar simples y dobles recombinaciones
homologas, y en contra de las E. coli portadoras del pRK2013. Posteriormente, las
colonias que desarrollaron se picaron cajas réplicas de YEM Sm/Sp/Km y YEM Sm/Sp
para detectar los candidatos a haber incorporado el fragmento clonado por doble
recombinacion homologa, siendo estos resistentes a Sm/Sp (codificada en el inserto) y
sensibles a Km (codificada en el vector). Los candidatos asi seleccionados se
chequearon por PCR con cebadores especificos de un fragmento del casete de
resistencia y de fragmentos rio arriba y rio abajo de regl y reg2 respectivamente (Figura
V.LC, gel j). De esta manera se verifico la presencia del casete y que su ubicacion en el
genoma fuera la esperada. Los mutantes en la flagelina que forma parte del flagelo fino,
confirmados a partir de LP 3004 y LP 3008, se denominaron LP 6865 y LP 6866,
respectivamente.

Para obtener los mutantes fliC1234 (bl15843 a 5846) la estrategia de clonado se muestra
en la Figura V.2. Brevemente, se amplifico un fragmento de 595 pb, denominado region
3 (reg3), dentro del gen blI5843 y se ligo en el vector comercial pGemT-Easy como en los
casos anteriores (Figura V.2.A gel a), obteniéndose asi el plasmido pMJA06. La
presencia del fragmento fue chequeada por PCR (no mostrado). Luego el fragmento se
liber6 con EcoRI y se introdujo en el vector suicida en rizobios, pG18mob2 (Figura

V.2.A, gel b). Se selecciono la orientacion deseada con los cebadores especificos y los M13
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Figura V.1 Estrategia de clonado para la construccion del vector pMJAOS empleado para realizar la delecién de fliCl
y fliCll en B. japonicum. A). Obtencién del vector pMJAQ3. B) Obtencién del vector pMJAOS. C) Transferencia del

vector pMJAOS a B. japonicum y evaluacion genotipica del mutante.
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Figura V.1 (continuacion)
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Figura V.1 (continuacion)
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pertenecientes al pG18mob2 (V.2.A, gel ¢). El plasmido obtenido se denominé pMJAO?.

El segundo fragmento de la recombinacion se encuentra ubicado al principio del gen
bl15846, fue llamado region 4 (reg4) y su tamano es de 432 pb. Se amplifico con la ADN
polimerasa PEX (Invitrogen) a fin de obtener un fragmento con extremos romos (Figura
V.2.B, gel d). Este fragmento fue clonado en el vector pBBRIMCS4 digerido
previamente en el sitio Smal (no mostrado), dando lugar al vector pMJAOS, en el cual se
corroboro la orientacion correcta por PCR con los cebadores M13 y los especificos del
inserto (Figura V.2.B, gel e). El fragmento reg4 se liber6 del plasmido pMJAO8 con Xbal
y HindIII y se clono en estos sitios en el pMJAO07 (Figura V.2.B, gel f), obteniéndose el
plasmido pMJAO09. Este ultimo tiene clonados ambos fragmentos en la misma
orientacion, debido a que la digestion con Xbal y HindIIl introducen el fragmento reg4
orientado en pMJAO7. Por digestion (Figura V.2.B, gel g) se corroboro la presencia de
ambos fragmentos. Por ultimo, se liber6 mediante digestion con BamHI el casete de
resistencia a Km de 2 kpb del plasmido pHP45Q-Km para introducirlo en el plasmido
PMJAO9 digerido con la misma enzima (Figura V.2.B, geles h-i respectivamente) y asi
construir finalmente el plasmido pMJAIO. Este dltimo vector fue chequeado por
digestion (Figura V.2.C, gel j) y posterior secuenciacion. Al igual que en el caso anterior,
la construccion se movilizo a B. japonicum LP 3004, LP 3008 y ahora también a LP 6865 y
LP 6866 por conjugacion triparental utilizando el plasmido asistente pRK2013.

En este caso la primera seleccion se realizo en cajas YEM/Sm/Km (para candidatos
en el acervo de LP 3004 y LP 3008) o YEM/Sm/Sp/Km (para candidatos en el acervo de
LP 6865y LP 6866) a fin de seleccionar a favor de los simples y dobles recombinantes y
en contra de las E. coli portadoras del pRK2013, y en una segunda ronda, se selecciono
los candidatos a haber incorporado el inserto por doble recombinacion homologa como
aquellas colonias resistentes a Km (codificada en el inserto) y sensibles a Gm
(codificada en el vector). Ademas, los candidatos se chequearon por PCR con cebadores
especificos de un fragmento del casete Km y de fragmentos rio arriba y rio abajo de reg3
y reg4, respectivamente, para corroborar la presencia del casete y que su ubicacion en el
genoma de B. japonicum fuera la esperada (Figura V.2.C gel k). En este altimo caso se
obtuvieron los mutantes en las flagelinas que componen el flagelo grueso derivados de
LP 3004 y LP 3008, a los que se denomino LP 5843 y LP 5844, y los dobles mutantes
delecionados en ambos tipos de flagelina en el acervo de LP 3004 o LP 3008,

denominados LP 6543 y 6644, respectivamente.
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Figura V.2 Estrategia de clonado para la construccion del vector pMJA10 empleado para realizar la delecion de
fliC1-4 en B. japonicum. A). Obtencién del vector pMJAQ7. B) Obtencion del vector pMJAL0. C) Transferencia del
vector pMJA10 a B. japonicum y evaluacién genotipica del mutante.
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Figura V.2 (continuacion)
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V.3 Caracterizacion fenotipica de los mutantes.

V.31 Purificacion de flagelinas

A fin de corroborar la presencia y/o ausencia de las flagelinas en cada uno de los
mutantes, decidimos realizar una obtencion de estas proteinas a partir de cultivos
liquidos con la metodologia expuesta en el Capitulo III. Dado que la cepa salvaje LP
3004 solo expresaba uno de los filamentos en el medio de Gotz, en este proceso de
obtencion de flagelinas cultivamos los rizobios en el medio HM, donde tanto LP 3004
como LP 3008 expresaban ambos flagelos (Figura III. 3.A). Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura V.3, donde se puede ver que las cepas mutantes no expresaron las

flagelinas cuyos genes fueron delecionados.

V.3.2 Caracterizacion de las cepas mutantes mediante técnicas microscopicas

A fin de observar la morfologia de los flagelos y completar la caracterizacion
fenotipica de estos mutantes decimos utilizar la microscopio electronico de
transmision. En este caso los rizobios se crecieron en el medio HM con sus tres fuentes
de carbono, al igual que en la purificacion de flagelinas, para permitir la expresion de
ambos sistemas de flagelos. Se muestran las cepas LP 3004 y sus derivadas LP 6865, LP
5843 y LP 6543, habiéndose observado lo mismo en LP 3008 y las mutantes derivadas.
Los resultados obtenidos fueron congruentes con las observaciones de la electroforesis
en gel de poliacrilamida y se pudo evidenciar una clara diferencia entre ambos flagelos,
asi como la presencia de uno u otro en cada mutante (Figura V.4). Uno de los
inconvenientes que se nos presento desde el inicio es la fragilidad de los flagelos y la
facilidad con la que se desprenden de la bacteria; asi, resulto dificultoso ver y fotografiar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Figura V.3 Andlisis de las flagelinas producidas
por las cepas LP 3004, LP 3008 y las mutantes
derivadas, obtenidas a partir de cultivos
liquidos en medio HM y luego separadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida

. desnaturalizante. Calles 1-4: derivadas de LP
3004; calles 6-9: derivadas de LP 3008, segln

— j— — - el siguiente detalle: 1) LP 3004, 2) LP 6865, 3)
- LP 5853, 4) LP 6543, 6) LP 3008, 7) LP 6866,
8) LP 5844, 9) LP 6644. En la calle 5 se
muestran los marcadores de peso molecular;
97, 66; 45; 29; 20,1y 14,4 kDa.
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el anclaje de ambos flagelos. En muchos campos pudimos observar una célula y un
“manojo” de flagelos, sin poder discernir el lugar donde estan anclados o incluso si
pertenecen a esa bacteria.

También realizamos observaciones y filmaciones al microscopio optico de cultivos de
LP 3004 y sus mutantes derivadas, crecidas en el medio HM, donde expresan ambos
flagelos. Debido a una capacidad intrinseca de los flagelos para unirse al cubreobjetos o
al portaobjetos, se puede observar las bacterias “amarradas” por sus flagelos (en inglés,
tethered cells). De este modo, el giro del motor del flagelo “amarrado” hace girar al cuerpo
celular, y se hace visible la direccion de giro del motor del flagelo. En nuestro caso, los
mutantes nos permitieron determinar la direccion de giro de cada motor. Al observar LP
3004 se pudo apreciar que las bacterias giraban tanto en el sentido de las agujas del reloj
(horario) como en el contrario (antihorario). Continuando con el analisis de LP 5843,
que posee solo el flagelo fino, observamos en 11 videos a 21 células que giraban
tnicamente en sentido horario, con lo cual este flagelo gira solo en el sentido
antihorario (notese que el sentido de giro del cuerpo celular de una célula “amarrada” es
inverso al del flagelo). Al observar la cepa LP 6865, que posee solo el flagelo grueso,
observamos, en 16 videos, a 18 bacterias que giraban en sentido antihorario y otras 18
que giraban en sentido horario, con lo cual el flagelo grueso puede girar en ambas
direcciones. Estos datos también fueron mencionados por Kanbe et al. (2007), aunque
no se presentaron evidencias en la publicacion. También pudimos observar en los videos
que aquellas bacterias que solo tenian el flagelo grueso eran capaces de desplazarse en
forma rectilinea una distancia mayor que las que tnicamente tenian el flagelo fino. Estas
tltimas presentaron un movimiento mas inestable, dando tumbos constantemente y no
permitiendo el desplazamiento en forma recta. En base a esto, podriamos pensar que el
flagelo grueso seria el responsable del swimming, pero este comportamiento no se
observo en el medio semisolido, donde tanto uno como otro flagelo aportaron a la
natacion (ver siguiente seccion), siendo el flagelo fino el mas importante en este sentido
en la cepa LP 3008 (Figura IIL.1). No obstante, ambos medios no son comparables, ya
que en el liquido, al ser una mezcla homogénea, no existen gradientes, mientras que en
medio con agar 0,3%, el crecimiento bacteriano va generando gradientes de sustancias
quimioatractantes en su recorrido. Ademas, las células tomadas del cultivo liquido en
batch representan un instante del desarrollo del cultivo, y se sabe que la expresion de

los flagelos puede variar con la fase de crecimiento del cultivo (Amsler et al, 1993;

Niehus et al, 2002; Tambalo et al, 2010). En nuestro caso, hemos observado que las
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0.5 pm .1-,‘ % . . 0.5 pm SR I "f_ :
Figura V.4 Microscopias electronicas de transmision de B. japonicum LP 3004 (A), LP 6543 (B), LP 6865 (C) y LP

5843 (D). Flagelos desprendidos en la preparacion de LP 3004 (E y F). Las flechas negras indican flagelos
gruesos y las puntas de flecha flagelo fino. La flecha blanca indica la asociacion de dos flagelos finos.

células tomadas en fase logaritmica o logaritmica tardia (cuya duracion aproximada es
de dos a tres dias en el medio HM) expresaban las flagelinas y eran moviles, pero
evidentemente este estado de crecimiento no es comparable al de una colonia en

expansion mantenida durante mas de 13 a 15 dias en medio semisolido.

V.3.3 Movilidad en medio de Gotz semisolido
El ensayo en placas de Petri con medio de Gotz agarizado al 0,3% p/v fue la

herramienta que nos permitio seleccionar en el laboratorio la cepa con mayor movilidad,
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LP 3008, a partir de la cual iniciamos los trabajos de esta Tesis. Por ello nos resulto
interesante plantear ensayos de movilidad en este medio con la cepa salvaje LP 3004,
con LP 3008 y con los mutantes obtenidos a partir de cada una de ellas. En este ensayo
pudimos observar la natacion de las bacterias como un desplazamiento pocos
milimetros por debajo de la superficie del agar, dentro de la malla laxa formada por el
agar semisolido, sometidas en todo momento a un gradiente quimiotactico (Harshey,
1994). En el experimento que se describe a continuacion se decidi6 emplear placas de
Petri de 16 cm de diametro a fin de poder observar en la misma placa las ocho cepas. Se
cuantificod la movilidad a través de la medida del diametro del halo de movilidad
diariamente durante 13 dias. Una vez transcurrido ese tiempo los halos vecinos
empezaron a inhibirse entre si. Segtn se puede ver en la Figura V.5, al analizar la cepa
salvaje LP 3004 respecto de sus mutantes, la falta de una u otra flagelina alter6 de igual
manera la natacion en la placa. De hecho, las curvas que vinculan el diametro del halo
con el tiempo se encuentran casi superpuestas. Sin embargo, cuando observamos el
comportamiento de los mutantes derivados de la cepa mas movil LP 3008, pudimos
apreciar que la delecion de la flagelina de bajo peso molecular afecto el desplazamiento
y se observo un comportamiento similar al de la cepa salvaje LP 3004, mientras que la
delecion de la flagelina de alto peso molecular provoco solo una pequena disminucion
de la movilidad (Figura V.5). Como era de esperarse, los mutantes desprovistos de
ambas flagelinas no se desplazaron, y las colonias se ensancharon algo soélo debido a su
crecimiento.

Analizando los resultados en LP 3004 se puede observar que ambos flagelos
aportaron en igual medida a la natacion, al menos en este medio. Este resultado fue
sorprendente, ya que en observaciones previas en medio liquido vimos que la flagelina
de bajo peso molecular era indetectable atn con técnicas muy sensibles como el
Western blot y el flagelo fino estaba ausente, tal como lo indicaban las preparaciones
observadas al microscopio electronico de transmision (Figura IV.6 y Figura I11.5.A). De
todos modos, no puede descartarse que en el medio semisolido haya un cierto nivel de
expresion de la flagelina de bajo peso molecular, tal como se observo en las cajas con
arena (Figura IV.6) o bien (no excluyente) que la falta del flagelo grueso induzca de
alguna manera un aumento en la expresion del flagelo fino. Mientras tanto, en LP 3008
el flagelo fino, que se encuentra desreprimido en medio liquido, parece haber sido el que
mas aporto a la movilidad en estas condiciones. Analizando este comportamiento,

encontramos un trabajo realizado en E. coli donde estudian movilidad de las bacterias en

112



Capitulo V Tesis Doctoral Maria Julia Althabegoiti

] w £ t ] =]
(=1 = o =1 = =1

diametro del halo de creciemiento (mm)

-
=

1 2 3 4 &5 6 7 8 9 10 11 12 13
dias

Figura V.5 Diametros (+ desvio estandar, n = 4) de los halos de movilidad de B. japonicum a lo largo de 13 dias
de crecimiento en el medio de Gotz semisélido. LP 3004 (azul), LP 6865 (rosa), LP 5843 (amarillo), LP 6543
(celeste), LP 3008 (violeta), LP 6866 (rojo), LP 5844 (verde) y LP 6644 (negro).

medio semisolido. En el mismo observaron que aquellas bacterias incapaces de dar
tumbos quedan atrapadas en la malla del agar, mientras que las que logran reorientarse
pueden avanzar mas y formas halos de movilidad de mayor diametro (Wolfe & Berg,
1989). Nuestros resultados de observaciones al microscopio optico del mutante que s6lo
tiene flagelo fino (presenta movimientos inestables) junto con el comportamiento de LP
3008 en el Gotz 0,3%, podrian ser explicados por medio de este fenomeno. Tomados en
conjunto, estos resultados no permiten corroborar la hipotesis de que el flagelo grueso

se utiliza para el swimming y el fino para el swarming como lo sugiere Kanbe (2007), sino

que ambos estarian desempefiando un papel en el swimming en medio semisolido.

V.4 Discusion

Luego de analizar en capitulos previos el comportamiento de B. japonicum LP 3004 y
LP 3008 enfocandonos en su movilidad, surgi6 la necesidad de evaluar los roles que
podrian cumplir uno u otro flagelo en los eventos de colonizacion radical y competicion
para la nodulacion. Para ello, se construyeron mutantes por delecion de los genes de
flagelinas en cada uno de los sistemas y pudimos verificar sus genotipos y fenotipos por

medio de diferentes técnicas. Estos resultados fueron contundentes y estuvieron de
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acuerdo a lo esperado. Posteriormente analizamos el perfil electroforético de
preparaciones de flagelinas de los mutantes. Observamos que, mas alla de la presencia o
ausencia de la flagelina correspondiente, no se detectaban otros polipéptidos que
pudieran haber sido exportados por el sistema de secrecion del flagelo, muy similar al
sistema de secrecion de tipo III (Blocker et al., 2003; Konkel et al., 2004; Troisfontaines &
Cornelis, 2005). Ni atn en las dobles mutantes carentes de ambas flagelinas. En
segundo lugar, nosotros hemos comprobado que las flagelinas que se expresaban eran
las codificadas por los genes bll6865-blI6866 y bll5843-bl15844-bl15845-bl15846 sin embargo,
existe en el genoma otro gen anotado como flaA (blr3695), que también podria ser una
probable flagelina. Al alinear su secuencia aminoacidica contra otros genomas
bacterianos, resulta en un 89% de identidad con FliC de Rhodopseudomonas palustris
CGAQ009 o TIE-1 y en un 86% y 84% con genes de Bradyrhizobium sp. TAil y
Bradyrhizobium sp. ORS278, respectivamente. En ambos casos, también existe
conservacion en el entorno genomico. Asimismo, la hipotética FlaA presenta una
identidad del 25% y 24% con las flagelinas FliCI-11 y FliC1234 de B. japonicum USDA 110,
respectivamente. Si bien nunca detectamos la expresion de dicha proteina, existiria la
posibilidad de que este pseudogen se vuelva funcional al mutar los otros, lo cual no ha
sido observado en nuestros experimentos, ya que las dobles mutantes en fliCI-II y
fliC1234 estaban desprovistas de flagelina, de flagelos y no eran moviles.

Por ultimo, las placas de movilidad en las cuales pudimos seguir la expansion de los
halos de swimming durante 13 dias, tanto en cepas salvajes como mutantes, nos
permitieron deducir que en este medio B. japonicum utilizaba ambos flagelos para
desplazarse. Esto puede observarse de manera clara al comparar los diametros casi
iguales de las mutantes LP 5843 (no tiene flagelo grueso) y LP 6865 (no tiene flagelo
fino). También se pudo ver que en la cepa LP 3008 el mayor aporte en este medio estaba
dado por el flagelo fino. Al comparar los mutantes de cada una de las cepas,
indistintamente del flagelo mutado, siempre el mutante de LP 3008 posey6 una mayor
movilidad respecto a la misma mutante en el acervo de LP 3004. Este hecho confirma
nuestra hipotesis planteada en el Capitulo III, donde se deduce que el fenotipo de LP
3008 no es consecuencia tnicamente de la desrepresion del flagelo fino, sino también de
otros factores, como por ejemplo la quimiotaxis.

Finalmente, analizando los halos de movilidad de los mutantes y las observaciones

realizadas en el microscopio optico, no podriamos proponer una tnica funcion para
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cada uno de los flagelos en el swimming o el swarming. Ademas, no podemos hacer
extrapolaciones a lo que sucede en el habitat natural de las bacterias, el suelo, donde
pueden existir tanto superficies solidas como canales acuosos donde los rizobios
pueden moverse, y podrian ademas, existir varios gradientes desconocidos.

Por ello nos propusimos realizar ensayos de competicion para la colonizacion
rizosférica y la nodulacion en macetas, semejando un poco mejor las condiciones del
suelo y alli evaluar el comportamiento de las mutantes en competencia con las cepas
salvajes. En el siguiente capitulo se presentan los estudios realizados con estos
mutantes en los ensayos de plantas con el fin de entender el posible rol de cada flagelo

en el establecimiento de la interaccion simbiotica.
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VL1 Introduccién

El ciclo anual de B. japonicum comprende la colonizacion de la rizosfera de soja, la
infeccion de las raices, la nodulacion, la maduracion y senescencia de los nodulos y
finalmente la liberacion de los rizobios de los nodulos y su persistencia en el suelo hasta
iniciar un nuevo ciclo de infeccion radical. Teniendo en cuenta que entre la germinacion
y el llenado del grano de un cultivo de soja transcurren de cuatro a cinco meses, que es
el periodo aproximado entre el inicio de la infeccion radical y la senescencia de los
nodulos, se concluye que mas del 60% del ciclo de vida anual de los rizobios transcurre
en el estado de vida libre en el suelo. Se han realizado muchos estudios acerca de las
etapas tempranas del proceso de simbiosis hasta la diferenciacion de las bacterias a
bacteroides, pero poco se conoce acerca de las etapas de vida libre previas a que se
establezca la interaccion. Alli, las variables que pueden influir sobre la fisiologia de estas
bacterias son muchas, dependiendo del tipo de suelo, de sus caracteristicas
fisicoquimicas, de la presencia de raices y de la gran diversidad de microorganismos,
hongos y animales que habitan el suelo. La rizosfera es un medio rico en compuestos
carbonados, pero el suelo circundante es en general un medio hostil, donde los
nutrientes escasean y las condiciones pueden ser muy variables. Es posible que los
microorganismos en el suelo se encuentren formando biopeliculas como una estrategia
de supervivencia, ya sea sobre las raices o sobre superficies inertes (Danhorn & Fuqua,
2007; Rudrappa et al., 2008); o bien en estado planctonico. En este estado las bacterias
son capaces de moverse y ello les permitiria explorar y colonizar nuevos nichos. Por lo
tanto, se cree que las bacterias del suelo varian entre estos dos estados: permanecerian
en las biopeliculas hasta que el crecimiento de las mismas no permita la adecuada
captacion de nutrientes y el descarte de desechos metabolicos, momento en el cual
algunas bacterias se diferenciarian al estado planctonico para actuar como propagulos
en la dispersion de la colonia para formar nuevas biopeliculas en otro lado (Stoodley et
al, 2002). Considerando ademas que la movilidad de las bacterias en el suelo es escasa
(Horiuchi et al, 2005; Madsen & Alexander, 1982; McDermott & Graham, 1989) estos
desplazamientos estarian restringidos a cortos periodos de saturacion de agua en el
suelo (por ejemplo, durante una lluvia o riego, antes de que se pierda el agua
gravitacional).

Como se menciond en el Capitulo I, existe una controversia respecto del rol de la

quimiotaxis y la movilidad en la infeccion temprana y la competicion para la
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nodulacion. Varios autores sostienen que tanto la movilidad como la quimiotaxis hacia
los exudados radicales tienen lugar en el suelo y condicionan la infectividad y la
competitividad para nodular (Fujishige et al., 2006; Gonzalez & Marketon, 2003; Miller
et al,, 2007; Yost et al., 2003). Mientras tanto, otros autores sefialan que los experimentos
en los que se baso esta idea se realizaron en medios liquidos o bien en medios porosos
saturados de agua, pero que en el suelo a capacidad de campo la situacion es diferente,
por cuanto la movilidad y la quimiotaxis estan muy reducidas (Horiuchi et al., 2005; Liu
et al, 1989; Lopez-Garcia et al, 2002; Madsen & Alexander, 1982; McDermott &
Graham, 1989; Patrick & Lowther, 1993). Si bien en nuestro laboratorio también
observamos una reducida movilidad de los rizobios en vermiculita a capacidad de
campo (Lopez Garcia et al, 2002), nuestros ensayos a campo indicaron que una cepa de
movilidad aumentada es mas competitiva para nodular (véase Capitulo IV y también
Lopez Garcia et al,, 2009). Por lo tanto, la situacion real seguramente se encuentra en
algtin punto medio entre estos dos extremos y resulta de gran importancia establecer
cual es ese punto.

Uno de los objetivos principales de esta Tesis fue contribuir a la mejora de la
competicion para la nodulacion, con la esperanza de que esta mejora se traslade a
aumentos del rendimiento de los cultivos a campo, evitando el empobrecimiento en N
del suelo. En este camino obtuvimos resultados interesantes a campo con las cepas de
movilidad aumentada. Dado que la movilidad aumentada en LP 3008 correlacion6 con
una desrepresion de la expresion del flagelo fino, nos propusimos analizar si la
competicion para la colonizacion radical y la nodulacion puede estar relacionada con
este flagelo o bien con el flagelo grueso, mediante el empleo de las cepas mutantes
obtenidas en esta Tesis. Asimismo, planteamos explorar la influencia del estado hidrico

del sustrato realizando experimentos con diferentes contenidos de agua.

V1.2 Colonizacién radical

Trabajos realizados en P. fluorescens demuestran que bacterias mas moviles son
capaces de colonizar mejor las raices de alfalfa en ensayos realizados en jarras de
Leonard (Martinez-Granero et al., 2006) y también que los flagelos y la quimiotaxis son

necesarios en la competicion entre dos cepas para la colonizacion radical (de Weert et

' Realizado en la Universidad Autonoma de Madrid (Espafia) bajo la direccion de los Dres. Rafael Rivilla
y Marta Martin por convenio en el marco de la Red BIOFAG-CYTED
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al, 2002). Estos resultados contradicen nuestras observaciones de que los rizobios
poseen escasa movilidad vertical en vermiculita a capacidad de campo (Lopez Garcia et
al, 2002) y que la cepa LP 3008 coloniz6 menos que la salvaje los tercios medio y apical
de la raiz en estas mismas condiciones (Capitulo IV). Dado que se trata de dos sistemas
experimentales diferentes, realizamos una estadia corta en el grupo del Dr. Rivilla con el
objeto de repetir los experimentos de colonizacion radical empleando el sistema
descripto por Martinez Granero ¢t al. (2006) y comparar los resultados obtenidos en
ambos sistemas experimentales. El sistema de las jarras de Leonard (o macetas Riviera)
emplea perlita como sustrato y el riego es de abajo hacia arriba por capilaridad, a
diferencia de nuestro sistema, que consta de macetas con vermiculita como sustrato y
riego por la parte superior controlado por el operador. Asi, en el sistema de jarras de
Leonard la movilidad de las bacterias no se encontraria perturbada por una dispersion
de las mismas en el sustrato causada por el riego externo. Para poder realizar los
experimentos con nuestro par simbiotico se modifico el protocolo de Martinez Granero
et al. (2006), adaptando el sistema de alfalfa a soja y los tiempos de P. fluorescens a B.
japoncium. Se colocaron cuatro plantas por maceta con tres macetas por tratamiento. Los
inoculos bacterianos se cultivaron en el medio de Gotz hasta fase de crecimiento
exponencial y fueron diluidos en FMS a fin de inocular cada plantula con 110° UFC de
cada cepa. Los indculos consistieron en mezclas de la cepa salvaje LP 3004 y cada uno
de los mutantes en proporcion 11, de la siguiente manera: LP 3004 vs LP 6865 (tiene
flagelo grueso), LP 3004 vs LP 5843 (tiene flagelo fino) y LP 3004 vs LP 6543 (no tiene
flagelos). Luego de tres semanas en condiciones adecuadas de luz, temperatura y

manteniendo el reservorio de riego con FMS, se recuperaron las bacterias que

Tabla VI. 1 Colonizacion de la cepa salvaje LP 3004 y cada uno de sus
mutantes: LP 6865 (tiene solo flagelo grueso), LP 5843 (tiene solo flagelo
fino) y LP 5443 (no tiene flagelos).

Log bacterias totales /g de raiz*
Competicion (UFC inoculadas)

salvaje mutante
LP 3004(9.210") vs LP 6865 (9.110")  7.77 + 0.61 8.10 £ 0.55
LP 3004 (4.610") vs LP 5843 (7.710")  8.66 + 0.16 6.96 + 0.23
LP 3004 (4.710") vs LP 6543 (6.610")  8.84 + 0.10 7.47+0.27

* Medias de tres macetas + desvio estandar.
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colonizaban el centimetro apical de la raiz primaria de cada planta y de las secundarias.
Los datos se agruparon por macetas y se calculo el nimero de bacterias totales por
gramo de raiz. (Tabla VI.1). Los resultados indican que la pérdida del flagelo grueso o de
ambos afecto la capacidad de B. japonicum para colonizar los apices radicales, pero no asi
la pérdida del flagelo fino, con lo cual el flagelo grueso seria el tinico necesario para la
colonizacion cuando los rizobios se inoculan sobre la semilla.

Este ensayo nos sirvio para analizar la funcion de cada uno de los flagelos en la
colonizacion radical, sin afectar el proceso con el riego. Asi, observamos que la falta del
flagelo fino no mermo la capacidad competitiva de los rizobios, al contrario de lo que
ocurrio con los mutantes que carecian del flagelo grueso o de ambos. Dado que en otros
experimentos J.M. Covelli observo en nuestro laboratorio que el flagelo fino seria el mas
requerido para el swarming, podemos concluir que este tipo de movimiento no influyo
sobre la competitividad para colonizar la rizosfera en estas condiciones.

Comparando este sistema con el nuestro, donde empleamos macetas con vermiculita
regadas por la parte superior y mantenidas a capacidad de campo, notamos que las
plantas y los rizobios dispusieron de mayor cantidad de agua, la que les fue
proporcionada por capilaridad desde un reservorio inferior en el que se encontraba
siempre disponible. De hecho, al desarmar las macetas para procesar las muestras,
observamos que la perlita estaba muy htimeda, particularmente en la zona del fondo de
la maceta, a diferencia de lo que ocurre en las macetas con vermiculita mantenida a
capacidad de campo. Ademas, debe tenerse presente que los resultados de este
experimento representan una colonizacion tardia de la raiz, ya que se obtuvieron luego

de 20 dias de incubacion, cuando ya habian aparecido los primeros nodulos.
VI.3 Competicion para la nodulacion

En este tipo de ensayos posicionamos a las bacterias en la vermiculita. Para ello los
inoculos bacterianos crecidos hasta fase exponencial temprana en el medio de Gotz se
diluyeron hasta 1 10° UEC ml" en FMS y con esta suspension se rego las macetas que
contenian vermiculita seca. Luego se permitio drenar el agua gravitacional hasta llegar a
la capacidad de campo. A continuacion se coloco una plantula de soja de 3-4 dias por
maceta, se tapo con un film transparente para evitar la evaporacion de agua y se
mantuvo por tres semanas en invernaculo. Para regar y permitir el crecimiento de la

planta se realizaron orificios en el film, y la frecuencia de riego fue cada 3 o 4 dias,
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dependiendo del agua consumida. Las competiciones planeadas fueron de nuevo la cepa
LP 3004 frente a cada una de sus mutantes derivadas, LP 6865, LP 5843 y LP 6543 ¢
incluimos en este caso la cepa LP 3008, también enfrentada a cada una de sus mutantes,
LP 6866, LP 5844 y LP 6644. Luego de tres semanas de cultivo en el invernadero se
recogieron las plantas, se sacaron los nodulos y se esterilizaron superficialmente. Para
ver qué cepa ocupaba cada nodulo se homogeneizo a cada uno en forma individual con
palillos estériles y los rizobios liberados en el homogenado se repicaron en cajas de Petri
réplicas conteniendo antibioticos selectivos para las cepas ensayadas. Luego realizamos
un analisis de y? con dos hipotesis nulas alternativas. Segtn la primera, supusimos que
un 20% de los nodulos estaban ocupados simultaneamente por rizobios salvajes y
mutantes (doble ocupacion). En este caso, la hipotesis nula prevé que el 60% de los
nodulos van a llevar la marca selectiva del mutante (es decir 40% ocupados sélo por el
mutante y 20% con doble ocupacion) y el restante 40% de los nodulos van a llevar la
marca de la cepa salvaje (que es compartida por el mutante) pero van a ser sensibles a la
marca del mutante. Segin la segunda hipotesis nula, supusimos que solo el 10% de los
nodulos presentaban doble ocupacion. Haciendo el mismo razonamiento, previmos que
si éste es el caso la hipotesis nula debe arrojar un 55% de nodulos con la marca del
mutante y un 45% con la marca del salvaje. Los porcentajes de ocupacion observados se
muestran en la Tabla VI.2. Los resultados hallados indican que la capacidad competitiva
de las cepas que no tienen flagelo fino (LP 6865 y LP 6866) no se vio afectada e incluso
pudieron haber competido mejor, de acuerdo al porcentaje de doble ocupacion que se
estime. Contrariamente, las cepas que carecen de flagelo grueso (LP 5843 y LP 5844)
resultaron menos competitivitas que sus respectivas cepas salvajes. Por su parte, la
mutante sin flagelos de TP 3004 (LP 6543) compiti6 menos que su cepa parental,
mientras que en la mutante sin flagelos de LP 3008 (LP 6644) compitio6 igual que LP
3008. En coincidencia con el ensayo de la colonizacion radical en jarras de Leonard, el
flagelo grueso de B. japonicum resulto necesario para la competicion para la nodulacion
en vermiculita a capacidad de campo, observandose una menor ocupacion de los
nodulos por parte de los mutantes que carecian del mismo.

Los resultados precedentes indicaron una tendencia de algunos de los mutantes
alterados en la movilidad a verse disminuidos en la competitividad para nodular. Sin
embargo, ni atin los mutantes carentes de flagelos fueron desplazados completamente
por la cepa parental, alcanzando alrededor de un 40-50% de ocupacion de los nodulos,

lo cual nuevamente sefala una baja movilidad de la cepa salvaje en vermiculita a
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Tabla VI.2 Competicion para la nodulacion en macetas con las cepas salvajes LP 3004 y LP
3008 y cada una de sus mutantes. LP 6865 y LP 6866 (tiene solo flagelo grueso); LP 5843 y LP
5844 (tienen solo flagelo fino); y LP 5443 y LP 5844 (no tienen flagelos).

Inoculos

Competicion (10" UFC ml') POI\ITOSOZIT\I’Z]'Se03CIIIJlE;(ilT?tsea 2 o (p)b 2
salvaje  mutante (%) 4 OO/ZC: 60% 4 SO/ZC: 550

LP 3004/LP 6865 3.55 3.72 28.9:711 1.30 2.70
LP 3008/LP 6866 2.00 2.02 343:657 1.30 >3
LP 3004/LP 5843 3.55 3.15 52.4:47.6 2.30 0.70
LP 3008/LP 5844 2.00 715 53.7:46.3 >3 2.00
LP 3004/LP 6543 3.55 3.68 49.4:50.6 >3 2.00
LP 3008/LP 6644 2.00 2.80 44.3:557 1.00 0.70

* el porcentaje ocupado por la mutante puede incluir la doble ocupacion generada cuando
ambas cepas ocupan el nodulo. Por ello se suponen las hipotesis nulas de 20 y 10% de doble
ocupacion.

" p es la minima probabilidad de error de rechazar la hipotesis nula si es verdadera, obtenida
por comparacion del valor de % calculado con los valores de 7 tabulados para los distintos
valores criticos de p. El valor -logy (p) = 1.30 corresponde a p = 0.05; valores mas altos indican
diferencias estadisticamente significativas.

capacidad de campo. Para ver cual es la influencia del contenido hidrico de la
vermiculita sobre la competicion para la nodulacion decidimos repetir el ensayo con
diferentes niveles de riego.

Debido a la complejidad y al numero de plantas, decidimos llevar a cabo el
experimento solo con LP 3004 (salvaje) y LP 6543 (mutante sin flagelos), en tres
condiciones: macetas con riego normal (cada 3-4 dias), o con riego al doble de
frecuencia que el normal (dia por medio), o inundadas.

La condicion inundada se mantuvo de manera sencilla sin agujerear la base de la
maceta, al contrario de como lo hacemos comtnmente para drenar el exceso de agua.
Para las condiciones de riego normal y doble, las macetas se agujerearon en el fondo
como habitualmente. El dia O se regaron con el FMS conteniendo LP 3004 y LP 6543
hasta capacidad de campo. Luego se colocaron las plantulas y se taparon de la misma
manera que antes. En cada riego pesamos las macetas dos veces: una inmediatamente
antes y otra un tiempo suficiente después del riego como para permitir que toda el agua
gravitacional haya abandonado la maceta y se haya alcanzado el 100% de la capacidad

de campo. De esta manera, calculamos el agua retenida en cada maceta a lo largo del

tiempo referida al momento inmediato antes del riego, independientemente del peso de
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la planta, y lo expresamos como porcentaje de la capacidad de campo (Figura VLI).
Luego de tres semanas se retiraron las plantas y se procesaron los nodulos como en el
experimento anterior.

Cuando obtuvimos los datos de ocupacion de nodulos pudimos observar que cuanto
mayor fue el contenido de agua en las macetas, mas nodulos ocupaba la cepa salvaje. En
la condicion de riego normal los datos no se desviaron de la hipotesis nula, compitiendo
ambas cepas de forma similar, mientras que a medida que aumentaba el contenido de
agua de las macetas la ocupacion de nodulos por parte de la mutante fue decayendo
hasta verse casi completamente desplazada en la condicion inundada, donde la cepa
salvaje por si sola ocupo mas del 80% de los nodulos (Tabla VI.3). En este experimento
pudimos comprobar que el efecto de las mutaciones en los flagelos tiene un componente
que depende del agua disponible en las macetas, ademas del rol que cada uno de ellos

pueda cumplir en la movilidad, la colonizacion y la infeccion de la raiz.

100
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Figura VI.1 Cantidad de agua retenida en las macetas como % de la capacidad de campo * desvio estandar (n =
15) en dos condiciones de riego: normal (circulos negros) y con doble frecuencia (tridngulos rojos). Las
determinaciones se realizaron inmediatamente antes de cada riego.
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Tabla VI.3 Competicion en macetas de la cepa salvaje LP 3004 y LP 6543 (sin flagelos) en
diferentes condiciones de riego.

Normal 12.0 25 46.9:531 0.50 0.30
Doble 12.0 25 55.7:443 >3 1.30
Inundada 12.0 25 83.7:16.3 >3 3

* el porcentaje ocupado por la mutante puede incluir la doble ocupacion generada cuando
ambas cepas ocupan el nodulo. Por ello se suponen las hipotesis nulas de 20 y 10% de doble
ocupacion.

P p es la minima probabilidad de error de rechazar la hipotesis nula si es verdadera, obtenida por
comparacion del valor de ¥ calculado con los valores de % tabulados para los distintos valores
criticos de p. El valor -logyo (p) = 1.30 corresponde a p = 0.05; valores mas altos indican diferencias
estadisticamente significativas.

V1.4 Discusion

En este capitulo logramos apreciar el desplazamiento de las bacterias sobre la raiz en
un medio poroso, empleando el sistema de las jarras de Leonard con perlita como
sustrato. Vimos que en estas condiciones las bacterias se pueden desplazar por la raiz,
quizas gracias a los canales de agua generados en el medio poroso donde el agua sube
por capilaridad desde un reservorio situado en la parte inferior. Es probable que las
particulas de perlita adheridas a la superficie de la raiz impidan o limiten en parte el
movimiento, pero a pesar de ello, los rizobios pudieron llegar a la zona apical de la raiz
luego de tres semanas. Analizando estos resultados podemos hipotetizar que el flagelo
grueso de B. japonicum es el que realiza el mayor aporte a la colonizacion radical. De
acuerdo a resultados de nuestro laboratorio (Althabegoiti et al,, enviado), ambos flagelos
contribuirian a la natacion pero el flagelo fino seria el que mas contribuye al
movimiento del swarming. Por lo tanto, el resultado de los ensayos de competicion en
jarras de Leonard indica que el movimiento de swarming no seria importante para la
colonizacion de la superficie radical. La mayor contribucion del movimiento de
swimming podria estar relacionada con un cierto nivel de hidratacion de la capa de
mucigel sobre las raices, lo que permitiria a las bacterias desplazarse de forma similar a
como lo observamos en las cajas con agar blando.

En los ensayos de competicion para la nodulacion en macetas conteniendo

vermiculita, en los cuales los rizobios fueron distribuidos en el sustrato, pudimos
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detectar una leve disminucion en la competitividad solo en los mutantes que no tienen
flagelos o que no tienen flagelo grueso, mientras que los mutantes desprovistos de
flagelo fino no se vieron afectados. De este modo puede asignarse nuevamente una
funcion preponderante al flagelo grueso, aunque en una condicion diferente. Ademas,
pudimos evidenciar que solo en condiciones de saturacion de agua el rol de los flagelos
en la competicion para la nodulacion se manifestaba en un desplazamiento casi total de
la cepa no movil Tomados en conjunto, estos resultados confirman la idea de que la
movilidad en medios porosos a capacidad de campo es muy limitada y no tendria una
influencia decisiva sobre la competitividad para colonizar la raiz y nodular. Los efectos
observados por nuestro laboratorio en ensayos a campo (Althabegoiti et al., 2008; Lopez
Garcia et al,, 2009) reflejarian entonces la capacidad de los rizobios para desplazarse en
periodos de saturacion de agua, por ejemplo luego de las lluvias que pudieran ocurrir a
la siembra. Por lo tanto, resulta importante utilizar un método de aplicacion del
inoculante que aproveche estos momentos en los cuales la mayor movilidad de las cepas

mejoradas puede dar una diferencia de competitividad.
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VII Discusion

El cultivo de soja posee una gran demanda de varios nutrientes, especialmente N. Un
2,5 % p/p del grano de soja es N, el cual puede ser tomado del suelo o por fijacion del N,
atmosférico en la asociacion simbiotica con B. japonicum. Por lo tanto, cualquier factor
que afecte la capacidad de fijar N, implica un mayor consumo del N del suelo. Entre
estos factores se encuentra la competicion que las poblaciones de rizobios residentes en
el suelo pueden establecer con el inoculante para la ocupacion de los nodulos en las
raices. Por esto, uno de nuestros principales objetivos fue contribuir al conocimiento de
aspectos determinantes de la competitividad para nodular y con ello a la mejora de la
asociacion B. japonicum-soja. Dado que la movilidad de B. japonicum habia sido reconocida
previamente como un factor limitante en relacion con la competicion para la nodulacion
por Lopez Garcia et al. (2002), procedimos a su estudio y mejoramiento. En las
investigaciones previas acerca del rol de la movilidad en la interaccion rizobio-
leguminosa se habian estudiado y evaluado principalmente cepas defectivas en
movilidad. Dado que nuestro interés era mejorar la competitividad a través de la
movilidad, ejecutamos un protocolo para obtener mutantes con movilidad aumentada.
Obtuvimos una cepa de mayor movilidad a la que llamamos B. japonicum LP 3008, la cual
fue seleccionada sin emplear técnicas de ADN recombinante y mediante un método
sencillo y reproducible. Obtuvimos a un fenotipo estable y robusto luego del pasaje por
nodulos y su repique y conservacion a —80 °C por mas de seis anos desde su obtencion
hasta la actualidad. Asi, LP 3008 pudo utilizarse en ensayos a campo sin el riesgo
asociado al empleo de microorganismos manipulados genéticamente. En estos ensayos
LP 3008 resultd mas competitiva para nodular que la cepa normalmente utilizada en los
inoculantes, en presencia de una poblacion residente de rizobios noduladores de soja de
alrededor de 10° a 10° rizobios g de suelo”. Ademas, el aumento en la ocupacion de los

nodulos se reflejo en aumentos de rendimiento en grano (Althabegoiti et al, 2008;
Lopez-Garcia et al., 2009). Estos resultados nos estimularon a realizar estudios mas
profundos de la cepa LP 3008.

La caracterizacion fisiologica y molecular de LP 3008 abrio nuevos caminos ya que
nos permitié encontrar que B. japonicum tiene dos sistemas de flagelos, uno fino
constituido por flagelinas de 37 kDa y otro grueso constituido por flagelinas de 65 kDa.

Una de las caracteristicas mas visibles de LP 3008 es que en el medio liquido de Gotz la

125



Capitulo VII Tesis Doctoral Maria Julia Althabegoiti

expresion del flagelo fino esta desreprimida, mientras que para la cepa salvaje LP 3004
nunca se pudo evidenciar la presencia de este flagelo en dichas condiciones, atn
empleando una técnica tan sensible como el Western blot. Sin embargo, en el medio
liquido de Gotz la cepa LP 3004 expreso el ARNm de los genes que codifican las
flagelinas de 37 kDa, aunque en menor cantidad que LP 3008. Se sabe que la sintesis de
flagelinas esta controlada tanto a nivel transcripcional como traduccional (Chilcott &
Hughes, 2000). En un intento por encontrar las modificaciones genéticas que presenta
esta cepa secuenciamos los genes que codifican las flagelinas de bajo peso molecular,
incluyendo mas de 100 pares de bases corriente arriba de las zonas codificantes pero
dichas secuencias resultaron idénticas a la cepa parental, tanto considerando posibles
promotores como sitios de union de ribosomas. Por lo tanto, hasta el momento
desconocemos las modificaciones genéticas que tiene LP 3008. Un aspecto interesante
encontrado en su caracterizacion fisiologica es que, ademas de ser mas movil que la cepa
parental LP 3004, es mas quimiotactica, razon por la cual en el laboratorio se han
iniciado estudios del sistema quimiotactico de B. japonicum. Alternativamente, podria
pensarse que LP 3008 presenta alteraciones en su metabolismo que finalmente
conduzcan a este fenotipo. Si bien observamos que ni la velocidad de crecimiento ni la
supervivencia en fase estacionaria se vieron afectadas en LP 3008, es factible que otros
aspectos mas relacionados con la eficiencia energética puedan encontrarse modificados.
De hecho, la expresion y sintesis de los flagelos requiere un 2% de la energia celular y si
tenemos en cuenta que LP 3008 crece igual que LP 3004 en medio minimo debiendo
sintetizar un flagelo adicional, es esperable que al menos sea mas eficiente
energéticamente.

Con estos resultados nos resulto6 atractivo evaluar el rol de cada uno de los flagelos
en la competicion para la nodulacion. Para este segundo objetivo de la Tesis
construimos mutantes por delecion de los genes de flagelinas, tanto en el acervo de LP
3004 como en el de LP 3008. En primera instancia, realizamos ensayos in vitro a fin de
evaluar si podiamos asignar a cada uno de los flagelos las funciones de swimming o
swarming (los experimentos de swarming fueron realizados por J. M. Covelli).
Encontramos que dependiendo de la condicion, ambos flagelos aportaron a uno u otro
movimiento, pero el flagelo grueso participaba mas en el swimming y el fino en el
swarming. En los ensayos con plantas estudiamos estos mutantes en sus capacidades de
competir para la colonizacion radical y para la nodulacion frente a la respectiva cepa

parental. En ambos casos, las bacterias que carecian del flagelo fino no se vieron
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afectadas en la interaccion con la planta; mas atn: en la nodulacion parecieron estar
favorecidas. Mientras tanto, aquellas mutantes que carecian del flagelo grueso estaban
afectadas en su competicion para la colonizacion radical y para la nodulacion. Parece
entonces que de acuerdo a los movimientos hipotetizados para cada uno de los flagelos,
en estos experimentos el swarming sobre la raiz o el sustrato no jug6 un papel relevante.
Siendo que éste es el tipo de desplazamiento que se supone que ocurre
preferencialmente sobre superficies solidas, pareceria que podria cumplir algtin otro rol.
En un analisis de la formacion de biopeliculas en B. japonicum, Pérez Giménez et al.
dedujeron que estas estrucutras podrian estar mas relacionadas con la supervivencia en
el suelo (entre ciclos de nodulacion) que en el proceso simbiotico. Dado que se ha
considerado al swarming como un biofilm en expansion (Bracken et al., 2008; Daniels et dl,
2004), estas conclusiones podrian aplicarse también al swarming. Por otro lado, debe
recordarse que las raices se encuentran a menudo recubiertas de una capa de polimeros
muy higroscopica llamada mucigel (Watt et al., 2006) que por sus caracteristicas podria
perturbar el swarming y favorecer el swimming (en forma similar a como lo observamos en
cajas de Petri con medio agarizado al 0,3 %) cuando se encuentre bien hidratada. En
este sentido es interesante remarcar que la influencia de los flagelos sobre la
competicion para la nodulacion se observo cuando el medio de enraizamiento se
encontraba inundado pero no cuando se encontraba a capacidad de campo.

Como consecuencia de los resultados de los ensayos de competicion, pensamos que,
ademas de la movilidad, el flagelo fino puede tener otras actividades. Es sabido que los
flagelos bacterianos pueden ser percibidos como patrones moleculares asociados a
patogenos en plantas (Felix et al,, 1999). En particular el reconocimiento es a través de
22 aminoacidos que constituyen el epitope flg22 conservado en la mayoria de las
flagelinas bacterianas. Sin embargo esta secuencia no se encuentra en ninguna de las
flagelinas de B. japonicum ni en las flagelinas de rizobios en general (Gomez-Gomez et dl,
1999). De todos modos, recientemente se iniciaron estudios acerca del comportamiento
de los mutantes en las flagelinas en relacion con las respuestas de defensa en soja.
Resultados preliminares de experimentos realizados por Nacira Mufioz en el INTA-
Cordoba indicaron que los mutantes que carecian de flagelo fino generaron menos ROS
en la planta que la cepa salvaje y las mutantes en la otras flagelinas, en concordancia con

el patron hallado para la competitividad.
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Otro rol asociado a los flagelos es su actividad como adhesinas, si bien existen
resultados contradictorios en cuanto a si los flagelos de los rizobios cumplirian este
papel (Caetano-Anolles et al., 1988; Croess et al,, 1993; Smit et al., 1989). Nosotros hemos
observado que la cepa LP 3008 tenia una mayor adhesividad que LP 3004, aunque no
hemos realizado competiciones con preparaciones puras de flagelina para determinar si
la mayor adhesividad se debia a esta molécula. Si este es el caso, podria en parte explicar
la mayor infectividad de LP 3008.

En términos generales los resultados obtenidos en laboratorio y a campo parecen
apuntar en dos direcciones. Mientras que en laboratorio la cepa LP 3008 no fue mas
competitiva que LP 3004 (Althabegoiti, 2004) y las cepas carentes del flagelo fino
tampoco se vieron afectadas en su competitividad, en repetidos ensayos a campo en
diversos suelos la cepa LP 3008 fue consistentemente mas competitiva. Sin embargo, es
dificil comparar ambos tipos de experimentos. En primer lugar, los ensayos a campo se
realizaron dejando actuar toda la variabilidad del ambiente natural y precisamente, la
obtencion de resultados reproducibles en esas condiciones, habla de la robustez del
efecto de la cepa LP 3008 pero oscurece la comparacion con los experimentos realizados
en condiciones controladas de laboratorio. En segundo lugar, el inoculante utilizado en
los ensayos a campo fue preparado por una industria con un medio muy rico y el
agregado de aditivos para luego ser almacenado por algunos dias antes de su empleo, a
diferencia de los rizobios empleados en el laboratorio, los cuales fueron inoculados
inmediatamente después de ser diluidos de un cultivo en medio minimo en fase
exponencial. Dado que observamos diferencias en la expresion del flagelo fino inducidas
por la fuente de C del medio, no seria sorprendente que la expresion de los flagelos y en
general, de factores asociados a la interaccion con soja, haya sido muy diferente en
ambos casos. En tercer lugar, no debemos perder de vista que la cepa LP 3008 fue
seleccionada por su mayor movilidad y puede haber adquirido una serie de alteraciones
estables en su ADN que desconocemos, siendo la sobreexpresion de su flagelo fino mas
bien una consecuencia de estas modificaciones (por ejemplo la quimiotaxis constituye
una de estas modificaciones que pudimos percibir). Por el contrario, las cepas utilizadas
en los ensayos de laboratorio poseian mutaciones dirigidas que solo alteraron las
flagelinas que se deseaba estudiar.

En conclusion, hemos logrado obtener una cepa mas movil con buen
comportamiento a campo y hemos obtenido evidencias de que el rol de los flagelos en la

competitividad para colonizar las raices y nodular estaria dado a través del swimming,
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siempre y cuando el contenido hidrico del sustrato de enraizamiento sea muy alto.
Nuestros experimentos fueron realizados aproximandonos lo mas posible a las
condiciones naturales, pero atn asi, seguramente difieren mucho de las mismas.
Debemos recordar que nuestras interpretaciones no son mas que una abstraccion que

intenta entender lo que sucede en la naturaleza.

““La naturaleza no nos engafia jamas, somos
nosotros los que nos engafiamos siempre”

Jean-Jacques Rousseau
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