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Resumen

A través del tiempo las bacterias, como organismos unicelulares, han localizado
eficientemente en sus pequenos genomas la informacidn necesaria para afrontar el desafio de
los cambios ambientales. En términos genéticos (informativos) las bacterias han concentrado
la mayoria de las funciones basales (mantenimiento, housekeeping) en sus replicones mas
grandes (los cromosomas) dedicando compartimientos genéticos especiales y moviles
(plasmidos, islas de ADN, transposones, integrones) para diversas respuestas adaptativas (a
factores abidticos y bidticos). La particion del material genético en mddulos, como elementos
funcionales adicionales al cromosoma (“moviloma”, mobilome), facilité la reduccién del
tamafio de los genomas permitiendo compartir genes (funciones) transitoriamente
importantes (adaptativas) entre miembros separados de la propia comunidad. Una particion
genética con redundancia previene, al mismo tiempo, la pérdida masiva de informacidn
genética cuando miembros individuales de la comunidad bacteriana mueren. Al mismo
tiempo, variantes génicas nuevas son susceptibles de hacerse comunitarias a través del
moviloma, excediendo la relevancia de las mismas para clones individuales debido a la
posibilidad de transponer barreras de especie y de género. De este modo, el conjunto de
pldsmidos y otros elementos modviles en un ambiente dado representa un recurso genético
central en el contexto de la evolucidn de las bacterias y de sus estrategias de manejo y uso
colectivo de la informacién.

En nuestro laboratorio se estudia desde hace mds de 30 aios, y desde diferentes dngulos, la
asociacién entre Sinorhizobum meliloti y alfalfa como sistema modelo de una interaccidn
simbidtica bacteria-planta en el suelo. Ante la posibilidad de contar con una colecciéon de
aislamientos de S. meliloti portadores de pldsmidos bien caracterizados en su diversidad y
capacidad conjugativa [1], en este trabajo de tesis hemos disefiado y puesto en practica una
estrategia para el aislamiento, caracterizacién, y andlisis secuencial y funcional (a escala de
megabases) de plasmidos cripticos de S. meliloti. En ese contexto, hemos luego investigado su
rol en la evolucion y conformacion del genoma actual de los rizobios, y su relaciéon con los
pldasmidos de otras bacterias asociadas a plantas. Como parte del trabajo hemos podido poner
en evidencia vinculos de ortologia de genes plasmidicos con genes de diferentes fracciones de
los distintos replicones de S. meliloti, e inferir con varias herramientas (analisis de fracciones
core, singletones, contenidos GC%, uso de codones) posibles relaciones de ancestralidad
respecto de la adquisicion de los mismos por parte S. meliloti. Hemos obtenido ademas
evidencia que muestran al pSymA como el replicén con el contenido génico mas vinculado al
moviloma plasmidico criptico, y como el intercambiador mas activo de genes metabdlicos con
el pool de genes moviles.

Por otra parte, teniendo en consideracidon que la micro-biota asociada a un nicho ecoldgico
resulta de procesos permanentes de coevolucidn, en una segunda fase del trabajo aislamos y
caracterizamos el moviloma plasmidico correspondiente a otras bacterias asociadas a semillas
de alfalfa (simpatricas de S. meliloti, a partir de representantes de mas de 10 géneros
diferentes) e investigamos las caracteristicas del mismo (genes, funciones) y su relacién con el
moviloma de los rizobios. Los resultados de los analisis realizados aportaron evidencia en
apoyo del intercambio génico entre el moviloma de S. meliloti y el de la poblacién de sus
bacterias simpatricas, asi como entre los plasmidos de estas Ultimas entre si. La magnitud de
informacidn plasmidica aislada, secuenciada y analizada en esta tesis (megabases) colectada a
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partir de una especie modelo de rizobio y de un conjunto de sus bacterias simpatricas
representa el primer intento de abordar a escala comunitaria el anadlisis estructural de
movilomas de un mismo nicho, incluyendo su contenido funcional, caracteristicas comunes, y
participacion en la evolucion de replicones mas estables de las bacterias por donde transitan.



CAPITULO |
Introduccion
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I.1. La importancia de los microorganismos asociados a las plantas

La poblacién humana crecid 7 veces desde comienzos del siglo XIX [2]. Esto gradualmente
condujo a que los recursos del planeta fueran sobreexplotados, con una pérdida masiva de
biodiversidad, creciente cambio climatico y perturbaciones en el ciclo del nitrégeno y fosforo
[3]. Las mismas practicas agricolas que han incrementado los rendimientos agrondmicos [4]
para abastacer la demanda de alimentos de la creciente poblacién mundial, han llevado a una
distorsion masiva en el ciclo biogeoquimico del nitrégeno, donde la fijacion de nitrégeno
artificial por parte del hombre para su uso en la agricultura e industria ha superado
ampliamente a la fijacién biolégica natural, implicando una sobrecarga de nitrégeno sobre
todos los ecosistemas en forma de fertilizantes, ineficientemente utilizados, y desechos
gaseosos como el éxido nitroso (N,0), de altisima accién sobre el efecto invernadero, que
ponen en riesgo el ecosistema global [5, 6]. La utilizacién de fertilizantes nitrogenados se
estima en 10" kg/afio [7, 8], sin embargo cerca del 60% de los mismos no son adsorbidos por
las plantas y la mayor parte de estos se filtran en las napas de agua. Un ejemplo de problema
grave asociado a esto es el crecimiento desmedido de cianobacterias y algas en los mares por
la filtracidn de este excedente de nitrégeno, afectando la cadena alimenticia marina [9]. Si bien
los paises desarrollados ya han logrado un incremento suficiente en el rendimiento de la
produccién de alimentos en base a estos fertilizantes contaminantes [10], los paises en vias de
desarrollo aln deben lograr un incremento semejante y es esperable que la utilizacién de los
mismos fertilizantes sintéticos generen un dafio aln mayor en el ecosistema. Sumado a esto,
en un escenario optimista donde se duplique la produccién de alimentos para el afio 2050 [11],
la misma no serd suficiente para abastecer la demanda de una poblacién creciente, que
consume cada vez mas productos de origen animal en sus dietas [12]. Otro de los problemas
asociados al bajo rendimiento actual es el avance de la frontera agricola y la deforestacidn
sobre ambientes naturales, como las selvas en Brasil [13], Indonesia, Malasia, Paraguay,
Bolivia, Zambia o Angola, como una solucién transitoria para lograr este incremento en la
produccién pero que conlleva una pérdida estimada de 1,5 millones de km? desde el comienzo
del siglo XXI [14]. En este contexto, es importante que seamos capaces de incrementar los
rendimientos de la tierra que ya ha sido transformada en cultivable, y una de las formas mas
sostenibles de lograr esto es enfocando la investigacién en las habilidades naturales de las
plantas para incrementar su rendimiento. La forma de lograrlo se apoya en el estudio de los
microorganismos asociados a las plantas y tiene el objetivo de generar alternativas
ambientalmente sostenibles para el incremento de la produccidn global de alimentos.

1.2. El microbioma en las plantas

Actualmente se conoce que las plantas estan colonizadas por un sorprendente nimero de
microorganismos que incluso alcanzan densidades celulares mayores que las de la propia
planta. Adicionalmente, la diversidad de genes microbianos sobrepasa enormemente el
numero de genes de la propia planta. Estos microorganismos pueden colonizar externamente
la planta accediendo tanto desde la rizdsfera (la interfase suelo-planta) como desde la filosfera
(interfase aire-planta), por lo tanto la planta estd en intima conexiéon con la microbiota
presente en el suelo y la microbiota circulante en el aire respectivamente [15-17]. Las plantas
internamente pueden ser divididas en microambientes tales como la endorhiza (interior de las
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raices), la antdsfera (flores), la espermdsfera (semillas) y la carpdsfera (frutas). Otra posible
clasificacién consiste en diferenciar entre los tejidos internos (la endosfera) y los tejidos
externos (la ectdsfera) [18]. A continuacidn se presentan los ecosistemas microbianos mas
frecuentemente estudiados en las plantas.

1.3. Microbiota de la rizosfera

Se le llama rizdsfera a la zona de influencia de los exudados radiculares [19] y es considerada
uno de los ecosistemas mas compejos en la tierra [20-23]. En ella pueden encontrarse
bacterias, hongos, oomycetes, nematodos, protozoos, algas, virus, arqueas y artrépodos [23-
25]. La mayor parte de los miembros de este microbioma son parte de una compleja red
alimenticia que utiliza la gran cantidad de nutrientes liberados por las raices de la planta
contenidos en exudados, células del borde, y mucilagos. Es conocido el rol de este ecosistema
en la asimilacion de carbono debido a la actividad microbiana. A diferencia de otros
microambientes en plantas, la rizdsfera se caracteriza por su alta abundancia microbiana [26] y
diversas actividades bioquimicas [27]. La rizésfera fue propuesta como un escudo protectivo
de las plantas frente a los patdgenos presentes en el suelo [28].

Numerosos estudios han mostrado efectos de especificidad entre una determinada plantay la
composicion y abundancia de los microorganismos presentes en su rizdésfera. Esta
especificidad se observé tanto en cultivos agrondmicos como en especies de plantas salvajes
[19, 29-32].

Determinantes de la formacion de comunidades microbianas en la rizésfera

La formacién de las comunidades microbianas en la rizdsfera estd afectada por factores
bidticos y abidticos. Muchos estudios han mostrado que la composicion del suelo influye en la
composicidon de las comunidades de hongos y bacterias en la rizdsfera. Se ha observado que
sus parametros fisico-quimicos influyen en la fisiologia de la planta modificando los exudados,
gue asimismo alteran la composicion de la microbiota en la rizésfera [33-36]. En este sentido,
la estructura de la comunidad microbiana resulta de una serie de factores: primero, el suelo y
las semillas pueden ser considerados como fuentes de colonizacién microbiana [37],
adicionalmente los parametros fisico-quimicos del suelo, junto a los procesos biogeograficos,
estructuran esta comunidad [38]. Ademas, la localizacion donde las plantas crecen determinan
a qué microorganismos se encuentran expuestas y finalmente la especie de planta y su
genotipo pueden determinar cudles microorganismos pueden crecer y prosperar en la
rizésfera. La especie de planta puede influenciar fuertemente la composicién y actividad de la
microbiota de la rizésfera, y las diferencias en la morfologia de la raiz asi como la cantidad y
tipo de rizo-depdsitos entre las plantas contribuyen en gran manera a este efecto especifico de
especie [39-44]. Ciertos metabolitos especificos liberados en la rizésfera pueden disparar
multiples respuestas en diferentes microorganismos de suelo. Por ejemplo, ciertos flavonoides
producidos por plantas de soja pueden atraer no sdélo a los simbiontes como Bradirhizobium
japonicum sino también a patdgenos como Phytophthora sojae. Los flavonoides también
estimulan la germinacion de esporas de micorrizas y la multiplicacién de hifas. Un aspecto
importante es que no sélo la especie de planta puede influenciar en la microbiota sino también
el cultivar [36, 45-48]. Esto puede ser asi debido a que los programas de crecimiento de granos
se desarrollan generalmente sobre monocultivos en condiciones axénicas libres de patdgenos
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de suelo, por lo que minimizan la contribucion del microbioma de la rizésfera al crecimiento de
la planta y su sanidad. En este contexto, se ha mostrado que la domesticacidn que se ha
llevado a cabo durante el cultivo moderno de plantas ha desfavoreciendo en algunos casos
aquellas caracteristicas de la planta que dan lugar y mantienen a microorganismos benéficos
[49, 50].

Ademas de la influencia del tipo de suelo y del genotipo de las plantas, los microorganismos
presentes en y sobre las semillas son una potencial fuente en la formacién de la microbiota de
rizésfera [51]. Este es uno de los aspectos que menos se ha estudiado en la composicién del
rizobioma de la planta, es decir el llamado “efecto maternal” [52]. Estudios tempranos
mostraron que la diversidad presente en las plantulas de pepino se parecia mas a la presente
en la tierra comparada con la presente en la superficie de las semillas [53]. Esto parece restarle
importancia a dicho efecto, contrastando con los estudios que muestran que la microbiota
puede transmitirse en el interior de las semillas, como lo muestra un trabajo sobre variedades
de maiz salvaje y moderno, donde parece existir una microbiota conservada de enddfitos en
semillas a lo largo del tiempo [54]. El reclutamiento de microbiota desde las semillas a la
rizésfera sugiere que las plantas pueden transmitir microorganismos especificos (quizas sélo
una pequeiia fraccion de las que colonizan la planta) de una generacién a la otra. Esta idea de
acarreamiento de una microbiota que luego formard parte estable en el rizobioma tiene
implicancias importantes en la co-evoluciéon de las interacciones planta-microorganismo en los
ecosistemas naturales.

1.4. Microbiota de la filosfera

La fil6sfera comprende la parte aérea de las plantas y estd dominada por las hojas. El habitat
de la superficie de las hojas es vasto, estimandose por modelado de vegetacién [55] que el
area global de hojas es de aproximadamente mil millones de km?® de superficie superior e
inferior de hojas, lo que significa una superficie dos veces mayor que la superficie de tierra en
el planeta. Asumiendo que existen 10°-10” bacterias por cm? en la superficie de la hoja [15], la
poblacién presente en el total de hojas podria ser de cerca de 10°° bacterias. En cuanto a los
cambios ambientales que experimentan, el ciclo de vida de las plantas se completa cada afio
en las plantas anuales, mientras que las perennes forman y dividen hojas a lo largo del afio.
Por lo tanto, la filésfera puede ser considerada como un ambiente de vida media corta en
oposicion a la rizésfera. Los colonizadores exitosos de la filosfera seran aquellos que se
multipliquen y ocupen nuevos nichos mientras las hojas se expanden. Los microorganismos
epifitos estan expuestos a la atmdsfera, se ven sujetos al ciclo diurno y son influenciados
directamente por la luz del sol e indirectamente por el metabolismo de la planta. Por otra
parte la cuticula hidrofdbica que recubre la superficie de las hojas reduce la evaporacién de
agua asi como la filtracién de metabolitos de la planta, por lo que puede considerarse como un
ambiente oligotréfico. A pesar de estos aspectos unificadores existen grandes
heterogeneidades tanto en la macroescala (cambios climaticos estacionales, localizacién de las
hojas en la planta y la composicidn de la cuticula) como en la microescala (presencia de venas,
estomas y estructuras como tricomas e hidatodos que alteran la distribucion de nutrientes [56,
57]. Sumado a estas variaciones nutricionales, los microorganismos filosféricos estan
expuestos a las variaciones en la radiacion UV del sol y en la disponibilidad de agua, por lo que
la distribucion y multiplicacion de microorganismos se produce de manera irregular en las
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hojas [58]. Ademas, estos microorganismos se enfrentan frecuentemente con una serie de
compuestos antibacterianos producidos por las mismas plantas, bacterias y hongos, o bien
pueden ser expuestos a una respuesta de defensa en las plantas al momento de ingresar por
los apoplastos. En este ultimo caso esta respuesta podrd ser contrarrestada a menudo
mediante la secrecion de efectores por parte de los microorganismos [59], siendo este tipo de
respuesta determinante cuando el modo de vida epifito representa sélo una etapa en el ciclo
de vida en una bacteria que luego es enddfita o patégena.

Origen de las comunidades filosféricas

La observacidn de que las poblaciones bacterianas se reestablecen en la filésfera de las plantas
anuales con patrones similares a los observados en los afos previos [60], sugiere la presencia
de reservorios de estas bacterias en las plantas. Aunque una fraccién de microorganismos en la
filésfera puede explicarse debido a colonizadores provenientes del aire, el estudio de los
perfiles del gen 16S rRNA bacterianos sugiere que existe un reclutamiento temprano de una
comunidad nucleo que coloniza la planta desde las semillas, el suelo u otras plantas, el cual
explicaria la consistencia en la comunidad bacteriana dominante entre miembros individuales
de plantas anuales [60].

Resistencia a estreses en la filosfera

La filésfera estd expuesta al oxigeno producido en la fotosintesis y a la luz UV durante el dia. En
consecuencia los microorganismos colonizadores son expuestos a dafios mediados por ROS
(respuesta oxidativa sistémica) en sus acidos nucleicos, lipidos y proteinas. Algunos
mecanismos de proteccion que mostraron experimentalmente ser eficientes en mejorar el
desempeno de las bacterias filosféricas son: produccién de pigmentos, activacién de
mecanismos de reparacién del ADN (por ej. fotoliasas), catalasas, superdxido dismutasas y
proteinas de proteccidn al ADN durante la escasés nutricional.

Otro factor ambiental presente en la fildsfera es la desecacidn [61]. Se conocen al menos dos
mecanismos por los cuales las bacterias contrarrestan estos factores de estrés: la formacién de
agregados y la excrecion de compuestos bioactivos. La importancia en la formacién de
agregados se mostrdo mediante el andlisis de la supervivencia de células de Pseudomonas
syringae comparando células individuales y en forma de agregados, frente a condiciones de
desecacion y humedad [62]. Los agregados involucran la formacién de exopolisacaridos que
ayudan a mantener una capa hidratada rodeando a la bacteria [63-65]. Asimismo la excrecion
de biosurfactantes aumenta la humificacidn y son cominmente producidos por las bacterias
filosféricas [64, 65]. Las fluctuaciones en la disponibilidad de agua también implican estreses
osmaticos que son contrarrestados mediante la produccion de solutos compatibles, como
colina o trehalosa, tanto por sintesis de novo como por importacién de osmoprotectantes
derivados de plantas [66, 67].

Adaptacion metabdlica en la filosfera

En contraste con la rizésfera, se sostiene que la filésfera es un ambiente escaso en nutrientes
[15], por lo que se especula que las bacterias son capaces de concentrar nutrientes gracias al
incremento de humificacion debido a la produccion de biosurfactantes [65] o bien mediante la
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produccién de acido indol acético (AlA), que promueve el crecimiento vegetal generando en el
proceso adelgazamiento de la pared celular de la planta y la consecuente liberacién de
sacaridos [15, 68]. Esta hipdtesis sostiene que la produccion de AIA en bacterias filosféricas
mejora el desempefio de los microorganismos colonizadores a la vez que favorece el
crecimiento de la planta [69]. Otras fuentes de carbono presentes en la fildsfera son los
isoprenos y compuestos volatiles monocarbonados [70]. Por ejemplo se sabe que el metanol
producido por las plantas favorece el crecimiento de Methylobacterium extorquens y levaduras
metilotréficas como Candida boidinii [71-73]. Ciertos derivados del metanol presentes en la
filésfera [74] favorecen la presencia del género Hyphomicrobium [75]. Se ha reportado la
presencia de numerosos transportadores del tipo ABC, involucrados en el transporte de
azlcares y aminoacidos en Pseudomonas spp., y del tipo TonB (TBDTs) en Sphingomonas spp.
[76]. Esto sugiere que estas especies sobreexpresan aquellos transportadores que puedan
incrementar la concentracidon de ciertos sustratos presentes en baja concentracion en la
filésfera. La utilizacién de amonio [77] y la fijacién bioldgica de nitrégeno en la filosfera se ha
reportado como una estrategia para evitar la limitacién del nitrégeno [78]. Asimismo, la
produccién de transportadores de otros macronutrientes esenciales como fosfatos, sulfatos y
hierro se han reportado como formas de adaptacion a esta escasés nutricional [79]. Se ha
indicado que la produccidon de siderdforos por parte de las bacterias filosféricas es
proporcional a la produccién de taninos por la planta huésped, debido a la capacidad de quelar
el hierro por parte de estos ultimos y como parte de la respuesta de la bacteria ante esta
insuficiencia del hierro disponible [80]. Estudios recientes mostraron que las bacterias
fototrofas que habitan la filésfera producen bacteriorodopsinas para generar energia a partir
de la luz solar [81, 82].

El estudio de cambios de expresidon por analisis de transcriptémica y protedmica en las
bacterias filosféricas puede proveer indicios sobre los mecanismos de adaptacion a los
diferentes estreses a los que se ven expuestas en la fildsfera. Un ejemplo de esto lo muestra
un estudio que revelé al regulador de respuesta PhyR como un elemento clave en la
adaptacion al calor, desecacién, dano oxidativo, exposicién a luz UV y estrés osmoético, el cual
mostré regular positivamente genes involucrando la expresion de chaperonas, sintesis de
osmoprotectante trehalosa y biosintesis de carotenoides, entre otras respuestas en M.
extorquens [83, 84] y Sphingomonas spp. [85]. En Pseudomonas syringae el cofactor sigma 22
mostro ser importante para la adaptacion a la filésfera [63].

1.5. Microbiota de la enddsfera

Los microorganismos son considerados endéfitos cuando colonizan del interior de las plantas
en la mayor parte de su ciclo de vida, no generan patogénesis y frecuentemente son aislados
de tejidos vegetales desinfectados superficialmente. Los endodfitos fueron ignorados
histéricamente y considerados contaminantes posiblemente debido en parte a su baja
abundancia en comparacion con las bacterias rizosféricas [86, 87]. Hoy en dia se considera que
de las mas de 300 mil especies de plantas conocidas, cada una de ellas es huésped de al menos
un endofito [88]. En este sentido existe un universo enorme de biodiversidad e interacciones
enddfitos-planta por abordar. Los endéfitos colonizan frecuentemente los mismos nichos que
los patdgenos, lo cual los hace buenos candidatos de cara al biocontrol de microorganismos
[89] [90], insectos [88] y nematodos [86] fitopatdgenos. En algunos casos los endofitos
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pueden favorecer la germinacion, promover el enraizamiento de la plantula en condiciones
adversas [91] y mejorar el crecimiento de la planta [92]. Algunos endéfitos bacterianos han
mostrado prevenir el desarrollo de la patogénesis a través de la sintesis de novo de novedosos
compuestos antifingicos, mostrando un rol importante como biocontroladores en las plantas y
su rol privilegiado en el manejo integrado de plagas. Por otro lado, el estudio de metabolitos
producidos por microorganismos endéfitos es de sumo interés por ser una fuente potencial de
novedosas moléculas para tratamientos de enfermedades en humanos y otros animales, tal
como ha sido el caso del taxol [88]. Junto con la produccién de nuevos quimicos, muchos
endofitos han mostrado una capacidad natural de degradacion de xenobidticos. La habilidad
de algunos enddfitos de mostrar resistencia a metales pesados/antimicrobianos y de degradar
distintos compuestos organicos probablemente tenga relacién con su exposicidn natural a
diversos compuestos, en su interaccidn con el nicho suelo/planta [93-98].

Aislamiento y diversidad de endoéfitos bacterianos

El nicho enddfito ofrece proteccién del ambiente a aquellas bacterias que puedan colonizar y
establecerse in planta. Estas bacterias generalmente ocupan los espacios intracelulares y han
sido aisladas de todos los compartimentos de la planta, incluyendo de las semillas [99]. Las
mismas se han aislado tanto de plantas monocotiledéneas como dicotileddneas, incluyendo
tanto especies lefiosas (como pera y roble) como herbaceas (como azucar y maiz). Los estudios
cladsicos de diversidad de bacterias enddfitas se han enfocado en la caracterizacion de
aislamientos obtenidos a partir de tejidos internos luego de una desinfeccién de las superficies
de las plantas con hipoclorito de sodio o agentes similares [100].

Frecuentemente, las comunidades bacterianas que habitan tallos, raices y hojas de una gran
variedad de plantas han sido estudiadas por técnicas basadas en el gen ARNr 16S tales como
RFLP, DGGE o clonado y secuenciacién de fragmentos de este gen. Ciertos estudios sefalan
gue cinco taxones bacterianos muestran los niveles mas prometedores de colonizacion y
persistencia: Cellulomonas, Clavibacter, Curtobacterium, Pseudomonas y Microbacterium [101,
102].

Endofitos como promotores del crecimiento vegetal

Los enddfitos pueden promover el crecimiento vegetal por mecanismos similares a los
frecuentemente estudiados en rizobacterias. Estos incluyen solubilizaciéon de fosfatos [103,
104], produccién de &cido indol acético [105] vy produccién de sideréforos [106]. Estos
también pueden proveer con vitaminas esenciales para las plantas [107]. Otros atributos
adaptativos han sido relacionados a los enddfitos, tales como ajuste osmdtico, regulacion
estomatal, modificacion de la morfologia radicular, mejora en la incorporacién de nutrientes y
aceleraciéon de la acumulacién y metabolismo del nitrégeno [108, 109]

Endéfitos y biocontrol

Los enddfitos poseen la capacidad de aminorar o prevenir los efectos deletéreos de ciertos
organismos patdégenos. Sus efectos benéficos parecen ocurrir por mecanismos similares a los
descriptos en las bacterias rizosféricas [108-110]. Algunas enfermedades de origen flngico,
bacteriano o viral, e incluso en algunos casos dafios causados por insectos y nematodos,
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pueden ser reducidos mediante la inoculacién con endodfitos [111-114]. Se cree que ciertos
enddfitos inducen un fendmeno conocido como resistencia inducida sistémica (ISR), el cual es
fenotipicamente similar a la resistencia sistémica adquirida (SAR) y genera una respuesta
sistémica de la planta que es efectiva contra distintos patégenos virales, bacterianos o fungicos
asi como contra distintos herbivoros [115].

Productos naturales de bacterias endofitas

Muchos endoéfitos son miembros de géneros bacterianos comunes de suelo, tales como
Pseudomonas, Burkholderia y Bacillus [116]. Estos géneros son bien conocidos por su
produccién de metabolitos secundarios diversos tales como antibidticos, compuestos
organicos volatiles, antifingicos, antivirales o agentes insecticidas. Mientras un amplio rango
de compuestos biolégicamente activos han sido aislados de microorganismos endofitos,
todavia siguen siendo una fuente inexplorada de nuevos productos naturales. Aunque la
mayor parte de la atencidn se ha centrado en la produccidon de antimicrobianos de origen
fungico, cierto nuimero de compuestos de bajo peso molecular, activos a bajas
concentraciones con actividad en humanos, animales y microorganismos patégenos de plantas
se han aislado de endéfitos.

Tabla I.1: Algunos metabolitos de interés agronémico o biomédico aislados de distintos microorganismos endéfitos.

Organismo Planta asociada Agente activo Actividad Referencia

Taxomyces andreanae Taxus brevifolia Taxol Anticancerigeno [117]

Pseudomonas viridiflava gramineas EcomicinaBy C Antimicrobiano [118]

Streptomyces griseus Kandelia candel p-acidos Antimicrobiano [119]

aminoacetofendlicos

Streptomyces NRRL Kennedia Munumbicinas Antibidtico [120]
30562 nigriscans

Streptomyces NRRL Grevillea Kakadumicina Antibidtico [121]
30566 pteridifolia

Serratia marcescens Rhyncholacis Oocidina A Antifungico [88]
penicillata

Paenibacillus polymyxa Trigo Fusaricidina A-D Antifangico [122]

Cytonaema sp. Quercus sp. 103 Acido citénico Ay D Antiviral [123]

Streptomyces sp. Monstera sp. Coronamicina Antimalarico, [124]

antifingico

1.6. Microbiota asociada a semillas

Dos de las preguntas mas frecuentes en conexion con las bacterias enddfitas aisladas en las
plantas es cual es su origen y cdmo ingresan en los tejidos de las plantas en la naturaleza. Las
bacterias endéfitas pueden provenir tanto de las semillas [125-130], como del suelo rizosférico
[86] o de la filosfera [131].

Poco se ha explorado la presencia de bacterias en el interior de las semillas, que pueden ser
halladas al esterilizar la superficie de las mismas con distintos agentes desinfectantes y su
posible rol en la colonizacidn de la planta. Algunos trabajos recientes comienzan a develar que
las bacterias colonizan tejidos germinativos [132], son acarreadas por las plantas y se observa
su transmision vertical a través de sucesivas generaciones [52], posiblemente via colonizacion
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de los tejidos adultos y acarreamiento en el interior de las semillas. Un trabajo reciente ha
comparado la diversidad bacteriana presente entre una variedad ancestral y una domesticada
de plantas del género Zeaq, cultivadas en diferentes suelos a partir de semillas sin esterilizar, y
el mismo sugiere que la microbiota presente en los tallos y raices de ambas variedades es
coincidente en su mayor medida a la diversidad acarreada en sus semillas y en menor medida
a una microbiota presente en los distintos suelos. Esto sugiere la idea de que la diversidad
bacteriana que colonizard la endosfera de la planta es resguardada y acarreada en la semilla,
dejando la influencia de colonizacién de la microbiota presente en el suelo en un segundo
plano [133].

Ademas, al explorar la microbiota en variedades diferentes de semillas del mismo género, el
mismo grupo ha mostrado que ciertos géneros estdn conservados en el interior de las semillas
de distintas variedades del género Zea ancestrales y domesticadas [54], e incluso que algunos
de los aislamientos de las semillas de variedades ancestrales fueron capaces de inhibir hongos
fitopatdgenos, mostrando ser un reservorio natural de microorganismos protectivos [134]. En
tal contexto es razonable asumir que afos de co-evolucion entre una planta y su propio
microbioma hayan servido para seleccionar aquellas especies (o clones) que favorecen, por
sobre otras, el desarrollo de la planta que las porta.

I.7. La simbiosis fijadora de nitrégeno: Sinorhizobium meliloti-alfalfa

Las bacterias agrupadas en las familias Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae y Bradyrhizobiaceae,
habitan el suelo en condiciones de crecimiento libre y se asocian en simbiosis con las raices de
las legumbres como organismos fijadores de nitrégeno. Se conocen a la fecha mas de 60
especies dentro de estos rizobios fijadores pertenecientes al orden de los Rhizobiales,
agrupados actualmente en 7 géneros: Ensifer (también conocido como Sinorhizobium),
Mesorhizobium, Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium y Agrobacterium.
Sinorhizobium meliloti es un rizobio capaz de establecer asociaciones simbidticas con plantas
de los géneros Medicago, Melilotus y Trigonella. Esta asociacidn es el resultado de un complejo
didlogo molecular entre los simbiontes, que se diferencian a lo largo de la interaccién para dar
lugar a un nuevo drgano en las raices de las plantas, el nédulo fijador de nitrégeno.

Intercambio de sefiales

El didlogo comienza cuando compuestos aromaticos (flavonoides) presentes en los exudados
de la planta sirven como una primera sefial para que las bacterias rizosféricas produzcan
lipoquitooligosacaridos, denominados factores Nod [135]. Para lograr esta activacion, los
flavonoides se unen a reguladores transcripcionales ya expresados en la bacteria (NodD), los
cuales entonces inducen la transcripcidn de los restantes genes nod de rizobios. [135, 136]. Los
factores Nod activan multiples respuestas en la planta, preparandola para recibir a la bacteria
[137]. Tanto los factores Nod como los exopolisacaridos simbidticos producidos por las
bacterias inducen a la planta a formar hilos de infeccidn, tubulos finos llenos de bacterias que
penetran el tejido cortical de la planta y conducen a las bacterias hacia las células “blanco”.
Una de las primeras respuestas de la planta al factor Nod es el incremento de los niveles
intracelulares de calcio en los pelos radiculares (“spiking”)[137] y alteraciones al citoesqueleto
del pelo radicular [138-141]. Luego de estas respuestas, sucede el enrollamiento de los pelos
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radiculares, que atrapan a las bacterias rizobiales en el pelo radicular curvo colonizado [142,
143]. En simultaneo los factores Nod estimulan a las células del cortex radicular a retomar la
mitosis en un proceso que depende de la interrupcién del transporte de auxinas en la planta
causada por los rizobios y por los flavonoides, y que dara lugar al primordio del nédulo y a las
células que recibiran a los rizobios [138, 144, 145].

Desarrollo del hilo de infeccion

En todas las interacciones rizobio-leguminosa, las bacterias deben penetrar al cortex radicular
antes que puedan fijar nitrégeno [135]. Esto lo logran a partir de la produccién de hilos de
infeccién por parte de la planta, previamente siendo atrapadas por la punta del pelo radicular
curvo. Se han encontrado varios mutantes que son incapaces de colonizar el pelo de infeccidn
pero no se conoce aun el mecanismo responsable. [146-148]. Las bacterias que han sido
atrapadas por el hilo de infecciéon y pueden producir exopolisacaridos (EPS) simbidticos y
factores Nod, producen el crecimiento hacia adentro de la membrana celular del hilo de
infeccidn, y pueden invadir asi los tejidos internos [143]. La invasidn ocurre incluso si el factor
Nod y los exopolisacaridos son aportados por distintas S. meliloti atrapadas juntas en el mismo
hilo de infeccién [149]. El crecimiento del hilo de infeccidn hacia adentro supone un cambio de
polaridad en el crecimiento [143] y es en esa zona del crecimiento del hilo donde se produce la
divisién celular bacteriana [150].

S. meliloti produce succinoglicano y galactoglicano, involucrados en la formacién del hilo de
infeccién [151, 152]. Los mutantes de los genes involucrados en la produccidon de
succinoglicano (exoY) no pueden formar hilos de infeccidn, quedandose arrestados formando
una microcolonia en la punta del hilo curvo, mientras que los mutantes en genes involucrados
en las modificaciones de los exopolisacaridos (exoH) forman hilos de infeccién abortivos [153],
lo cual refleja la importancia de los EPS en la formacién del hilo de infeccién. Por otro lado
cuando los factores Nod no estan en su forma estructural completa o la percepcién de los
mismos es interrumpida, también se generan fenotipos de produccién de hilos de infeccion
abortivos [154-156]. Una vez que las bacterias alcanzan la base de las células del hilo de
infeccidon deben generar nuevos hilos a través de las siguientes capas celulares, hasta llegar al
nodulo en formacion [144]. En el mismo se generard una zona de meristema central que
persistird a lo largo de la vida del nddulo [138, 144]. En el caso de M. truncatula y M. sativa,
estos meristemas son persistentes y los nddulos se denominan indeterminados. En el caso de
L. japonicus los nddulos son determinados, donde todas las células se dividen en sincronia, se
diferencian y senecen [157]. En los nddulos indeterminados, el hilo de infeccidn cruza la zona
meristematica por donde la oleada mitética ya ha pasado [157] para alojarse en las células
capaces de ser infectadas y las bacterias se diferencian a un fenotipo fijador de nitrégeno,
llamado bacteroide. Este cambio implica que la bacteria desarrolle la multiploidia debido a
multiples rondas de endoreduplicacidon sin citocinesis [144, 158]. Las ventajas de la
multiploidia involucran una alta tasa de transcripcién y alta actividad metabdlica, lo cual se
cree favoreceria el proceso de fijacidon de nitrégeno [159].

Colonizacioén intracelular

Las células de la corteza interior de la planta internalizan a las bacterias entrantes en
compartimentos membranosos que maduran a estructuras llamadas simbiosomas. Cuando la
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bacteria encuentra su tejido blanco en el cortex interior de la raiz, puede ser internalizada por
una célula cortical y establecer un nicho en dicha célula. Cada bacteria es endocitada en un
compartimento individual formado por membrana derivada del hilo de infeccidon. Esta
estructura formada por una bacteria individual y la membrana endocitica es llamada
simbiosoma [160]. En los nédulos indeterminados, las bacterias en su membrana se dividen en
sincronia hasta diferenciarse a bacteroides fijadores de nitrégeno [161].

Diferenciacidn y supervivencia

Una vez que la bacteria ha sido englobada dentro de la membrana de la célula huésped, debe
sobrevivir dentro del compartimento del simbiosoma y diferenciarse a la forma bacteroide.
Tanto factores de la bacteria como de la planta son necesarios. Uno de los mecanismos de
defensa mas importantes de las bacterias Gram-negativas contra el ambiente extracelular es el
lipopolisacdrido (LPS), que es un componente mayoritario de la membrana externa, el cual
consiste de un lipido A anclado a la membrana, una cadena de polisacarido y una unidad
repetida de antigeno O [162]. El gen bacA en S. meliloti es requerido para la produccién del
lipido A en su estructura correcta que le permite la supervivencia en la célula huésped. Un
mutante en el gen lpsB, produce un nucleo de LPS con una composicion alterada de azucares
[162] y, aunque puede invadir la raiz, es envuelta en la membrana del simbiosoma y comienza
a elongarse a la forma bacteroide, no puede completar el programa a bacteroide y comenzar a
fijar N, [162]. Otros genes que mutados impiden una fijacién normal de nitrégeno son: el sitA,
el cual es un transportador de manganeso (el mutante no puede crecer en medio minimo sin
manganeso adicional [163], cuyo mutante puede invadir la planta con eficiencia reducida pero
sus bacteroides senecen y no pueden fijar nitrégeno. El mutante en el cluster pha presenta un
fenotipo parecido, tratdndose de un transportador de potasio activo en condiciones alcalinas,
lo que sugiere que los mutantes que fallan en la homeostasis de ciertos iones no pueden
persistir en el ambiente intracelular [164]. Los mutantes en reguladores globales de respuesta
a estrés como rpoH1 también son deficientes en la simbiosis, en este caso el gen codifica el
factor sigma 32 y parece invadir normalmente pero forma bacteroides que senecen
prematuramente [165]. En contraste, el mutante en el gen relA es defectivo en multiples
etapas en la formacién del nédulo. Este mutante carece de la respuesta al estrés por falta de
nutrientes [166]. Otros requerimientos descriptos para la correcta simbiosis son la
ribonucledtido reductasa dependiente de vitamina B12, la cual en rizobios estd adaptada para
su correcto funcionamiento independiente de la concentracion de oxigeno. Este enzima es
esencial para la abundante produccion de dNTPs requerida en el proceso de endoreplicacion.
El transporte eficiente de fosfatos ha mostrado ser relevante debido a que los mutantes en los
sistemas phoCDET y pstCAB forman nédulos pequefios que son incapaces de fijar nitrégeno
[167, 168].

Adaptacion metabolica en el desarrollo nodular

Una vez que las bacterias han sido englobadas por una membrana completamente funcional,
incluidas en un ambiente anaerobio y se han diferenciado a bacteroide, la expresion de los
genes de nitrogenasa y enzimas repiratorias de condiciones microaerdbicas comienza y puede
fijarse nitrégeno [169]. Entre los componentes regulatorios sensores de la concentracion de
oxigeno encontramos a FixL, FixJ, NifA, sigma 54 y FixK [169]. Estos reguladores son los
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responsables de muchos de los cambios en la expresion de las proteinas que se han detectado
durante la diferenciacion a bacteroide [170]. En general estos cambios incluyen una regulacion
negativa de la mayoria de los procesos metabdlicos y un aumento concomitante de los
productos génicos involucrados en la fijacién de nitrogeno y respiracidon [170]. La respiracion
provee a la nitrogenasa con 16 moléculas de ATP y 8 electrones que se estiman son requeridos
para reducir 1 molécula de N, a 2 moléculas de NH," [171]. El amonio que es liberado por los
bacteroides luego se incorporada por canales de amonio en la membrana peribacteroide [172,
173] y es asimilado principalmente por las enzimas glutamina y asparagina sintetasas [174,
175]. Por otro lado, se requiere un flujo de carbono constante para la diferenciacién a
bacteroide y la fijacion de nitrégeno. Los granulos de polihidroxibutirato (PHB) que son
producidos por S. meliloti durante el proceso de invasion, son degradados durante la
diferenciacidon a bacteroide y se usan como una fuente de carbono preferencial [176]. Sin
embargo, los mutantes en la sintesis y degradacion de PHB también pueden desarrollar
nddulos normales, aunque son menos competitivos en infecciones mixtas [176, 177]. El
carbono necesario también es provisto por la planta en forma de malato (adquirido mediante
el sistema de importacién bacteriano Dct) [171, 178]. Se requiere la conversion de malato a
piruvato para una correcta fijacion de nitrégeno [179]. Para ello se sugiere que existe una
produccién de acetil-CoA desde malato por la enzima malica y la piruvato deshidrogenasa, de
manera de canalizar carbono al ciclo de Krebs [171]. Algunas proteinas en plantas se ha
demostrado asimismo importantes para la fijacion. Por ejemplo, las leghemoglobinas que le
dan al ndédulo un color rojo caracteristico son necesarias para establecer el ambiente
microaerdbico en los nédulos [180]. Otra proteina requerida es la sacarosa-sintasa (SS) que
cataliza la conversién de sacarosa a UDP-glucosa y fructosa que finalmente se metaboliza a
malato y se transporta al bacteroide [171, 181]. La formacién de clusters hierro sulfuro en las
subunidades de nitrogenasa requieren asimismo el transporte de sulfato (Sstl) hacia las
membranas del simbiosoma [182, 183].

Evasion de la respuesta inmune. Componentes de los rizobios

Durante la invasion y la simbiosis, los rizobios son capaces de evadir la respuesta inmune
innata de la planta. Los epitopes que generalmente son reconocidos por las plantas para
montar una respuesta inmune sobre las bacterias invasoras pueden estar ausentes en el caso
de los rizobios. Tal es el caso del epitope Flg22 de la flagelina [184]. Asimismo las legumbres, a
diferencia de otras plantas, son incapaces de montar una respuesta a epitopes
frecuentemente reconocidos tales como el péptido EIf18 (del factor de elongacién Tu) o Csp15
(de la proteina de respuesta a estrés térmico) [185]. Estas y otras adaptaciones de las
respuestas inmunes parecen haberse adquirido durante la evolucion para permitir la simbiosis.
Las defensas naturales de la planta también se cree que estan involucradas en la
autolimitacién a la formacién de nddulos [186]. Por otro lado, se postula que los
exopolisacaridos producidos por las bacterias son responsables de la atenuacién de la
respuesta inmune de la planta [187]. En cuanto al LPS, frecuentemente causante de respuesta
oxidativa en las plantas, en el caso de S. meliloti presenta un tipo de lipido A que evita este
tipo de respuestas en sus plantas huéspedes M. sativa y M. truncdtula [188, 189].
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1.8. Microbioma en alfalfa

No son muchos los estudios que han indagado acerca de otros microorganismos presentes en
la planta de alfalfa, mas alld del extenso trabajo en el estudio de su bacteria simbionte natural,
Sinorhizobium meliloti. Uno de los primeros trabajos realizados para caracterizar a bacterias
que acompanan a S. meliloti en alfalfa mostré la presencia de Erwinia herbicola en semillas de
9 variedades de alfalfa, y su influencia sobre la capacidad de nodulacion de diferentes cepas de
S. meliloti [190]. En cuanto a la presencia de otras bacterias presentes en los nddulos, se han
hallado distintas especies incluyendo Bacillus megaterium, Brevibacillus chosinensis y
Microbacterium trichothecenolyticum. Dichos aislamientos mostraron generar mayor nimero
de nddulos al coinocularse con S. meliloti pero sin mostrar cambios en el tamafo de las plantas
al comparar con las inoculadas sélo con S. meliloti. Asimismo, estos aislamientos no rizobiales
mostraron promover el crecimiento de la planta al ser inoculados en ausencia de S. meliloti
[191].

Uno de los estudios mas recientes del microbioma de alfalfa fue realizado en base a analisis de
perfiles por T-RFLP, en plantas crecidas en condiciones de mesocosmos en suelos arenosos no
calcareos, donde se muestra que las comunidades presentes en tallos y hojas de alfalfa son
diferentes a las de ndédulos y suelos [192]. En el mismo, se utilizaron muestras de suelo,
nddulos, tallos y hojas de las plantas crecidas durante 2 afios y se compararon los perfiles
mediante escalado multidimensional no métrico (N-MSD). Los resultados mostraron que las
comunidades presentes en suelo y nédulos diferian significativamente de las de tallos-hojas.
Las bibliotecas generadas a partir de las muestras de suelo, nddulos y de tallos-hojas,
mostraron que la mayor diversidad de géneros se encontrd en el suelo, y la menor diversidad
en nddulos, tal como se esperaba. Sélo 4 clases de bacterias se encontraron en nédulos y 7
clases tanto en suelo como en tallos-hojas. Al analizar los géneros de la clase
Alfaproteobacteria se encontré que en nddulos sélo se hallaba el género Sinorhizobium
mientras que en suelo las familias Rhizobiaceae, Bradyrhizobiaceae, Methylocystaceae,
Hypomicrobiaceae y Caulobacteraceae estaban presentes. En el caso de tallos-hojas, las
familias Rhizobiaceae, Aurantimonadaceae y Methylobacteriaceae sumado a familias del
orden Sphingomonadales se hicieron presentes. Aunque el género Sinorhizobium resultaba
estar ausente tanto en las muestras de suelo como en las de tallos-hojas, fue detectada su
presencia en las de tallos-hojas por medio de gPCR mediante el uso de los genes rpoE1 y nodC.
En este trabajo tampoco pudieron identificar perfiles de T-RFLP en semillas esterilizadas con
HgCl,, probablemente debido al bajo titulo presente de microorganismos asociados a las
semillas o a este método de esterilizacién utilizado.

1.9. Movilomas plasmidicos bacterianos

Mientras que los organismos unicelulares evolucionan en ambientes diversos y con
condiciones cambiantes, las células que forman parte de organismos multicelulares ejercen
funciones mas especializadas gracias a la proteccion que reciben desde redes homeostaticas
que amortiguan las variaciones del entorno. En este contexto evolutivo, las bacterias
concentrado eficientemente en sus pequefios genomas la informacién necesaria para afrontar
el desafio de los cambios ambientales [193-195]. En términos genéticos (informativos), y con
pocas excepciones, las bacterias han concentrado la mayoria de sus funciones basales
(housekeeping) en sus replicones mas grandes (los cromosomas) mientras que ciertos
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compartimientos genéticos moviles (plasmidos, islas de ADN, transposones, integrones) se
observa que concentran genes relacionados a respuestas adaptativas [196, 197]. La particidn
del material genético en mddulos, como elementos funcionales adicionales al cromosoma
(“moviloma”, mobilome), facilitdé la reduccion del tamafio de los genomas permitiendo
compartir genes (funciones) transitoriamente importantes (adaptativas) entre miembros
separados de la propia comunidad. Una particidn genética con redundancia previene, al mismo
tiempo, la pérdida masiva de informacidn genética cuando miembros individuales de la
comunidad bacteriana mueren. El conjunto de plasmidos y otros elementos modviles en un
ambiente dado representa el recurso genético principal donde las bacterias codifican y
concentran sus respuestas moleculares a los estimulos ambientales (biéticos y abidticos). En
este contexto, la obtencidn y caracterizacién en escala dmica de la informacién genética
asociada a plasmidos en particular, y al moviloma en general, permite el acceso a nuevas
proteinas y actividades enzimaticas disefiadas evolutivamente para acomodar/adaptar a los
microorganismos al ambiente y a sus hospederos eucarioticos [198].

Plasmidos: caracteristicas estructurales, informacionales y de movilizacion. Su rol como
mediadores de adaptacion.

Una gran proporcion de la biodiversidad informacional y funcional en las bacterias esta
presente en plasmidos, esto es en replicones extracromosomales (en general circulares) y mas
pequefios que el cromosoma celular. Los plasmidos deben replicarse, controlar su nimero de
copias, y asegurar su herencia en cada division celular. Los plasmidos estan presentes en todas
las ramas del arbol evolutivo bacteriano y se han encontrado en todas las comunidades
bacterianas estudiadas hasta la fecha, incluyendo el suelo, rios, y ambientes marinos. En
cuanto a su complejidad, ciertos (mega) pldsmidos pueden ser del tamafio de cromosomas
pequeios y pueden contener varios replicones compatibles co-integrados. En contraste con
esto, los aislamientos bacterianos naturales contienen a menudo pldsmidos pequefios que
abarcan solamente genes de la replicacién, algunos genes asociados a actividades no
esenciales en condiciones de crecimiento en el laboratorio y genes de funciéon ain
desconocida. Los plasmidos se cree son, en general, vehiculos portadores de informacion
ligada a necesidades funcionales transitorias vinculadas a procesos no codificados en el
cromosoma bacteriano. Asi, éstos pueden intercambiar DNA con el cromosoma de la bacteria
huésped, y ser transferidos especialmente via conjugacién a otras bacterias como mediadores
de transferencia horizontal de genes (HGT, Horizontal Gene Transfer) [199]. Es un hecho bien
reconocido que la habilidad de las bacterias para explotar nuevos entornos y responder a
nuevas presiones de seleccién se sustenta principalmente en base a mecanismos de
adquisicion de nuevos genes por transferencia horizontal, mds que por acumulacién de
mutaciones puntuales y modificacién secuencial de genes [200-202]. Probablemente, el
numero de soluciones que la naturaleza ha encontrado para dar especio a la expresién de
nuevas habilidades es de distribucion muy pequefia, y la transferencia horizontal de
informacidn (experiencia evolutiva) ocurre mas rapidamente que la generacién de nuevos
caminos originados por acumulacién de mutaciones puntuales y modificacién secuencial de
genes [200-203]. Asi, la HGT entre bacterias es considerada como una de las principales
fuerzas directoras que gobiernan la evolucion de las estructuras gendmicas procariotas [204,
205].
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Metagenomica y plasmidos

La diversidad biolégica y molecular presente en las comunidades bacterianas naturales es muy
alta, con la mayor parte de ella no caracterizada, y el conjunto microbiano aun no explorado
sobrepasa por mucho la informacién disponible de los microorganismos procariotas
depositados en las diversas colecciones de cultivos [206, 207]. En paralelo a la creciente
disponibilidad de secuencias de genomas completos bacterianos, la cantidad de secuencias
plasmidicas completas en los ultimos afios se ha incrementado desde las 1490 secuencias
completas hacia el afio 2008 a casi 5 mil secuencias completas en Noviembre de 2015,
habiendo sido aproximadamente la mitad de ellas secuenciadas como parte de proyectos de
genomas bacterianos completos y la otra mitad incorporada como plasmidos completos en
proyectos metagendmicos o en los cuales sus cromosomas no pudieron completarse. En lo que
hace al ambiente suelo en particular, la diversidad de los microorganismos se ha explotado
durante muchos afios basado en el cultivo in vitro y el aislamiento y caracterizacién de las
diferentes especies microbianas. Esto ha limitado per se la explotacién de los recursos
asociados a microorganismos no cultivables, que hasta hace algunos afios representaban un
depdsito génico inexplorado. Las aproximaciones metagendmicas, independientes de la
necesidad de cultivo, saltean este inconveniente y han comenzado a usarse con éxito cierto
[208-211].

La exploracion de plasmidos presentes en bacterias no cultivables ha sido posible a través de la
recuperacion de replicones conjugativos provenientes de las mismas, que codifican
resistencias especificas de interés. En estas estrategias, ciertas bacterias marcadas son
utilizadas como recipientes en experimentos de conjugacién realizados con bacterias
enddgenas de varios ambientes. Los plasmidos aislados son caracterizados detalladamente con
respecto a perfiles de resistencia, y agrupados segin su grupo de incompatibilidad y a
caracteristicas de la transferencia. Es posible analizar a partir de muestras de ADN total de
distintas comunidades la presencia y proporcién de plasmidos pertenecientes a distintos
grupos de incompatibilidad tales como IncP-1, IncP7 e IncP-9 [212]. Otras aproximaciones
actuales al estudio metagendmico de los plasmidos incluyen: la preparacién de gradientes de
ultracentrifugaciéon por cloruro de cesio de muestras de ADN de comunidades [211], la
derivacion bioinformatica de genes/céntigos relacionados a plasmidos como herramienta para
la mineria de secuencias plasmidicas en proyectos de metagendmica [213], la captura ayudada
por transposones [214] y la degradacidon de ADN lineal mediante el uso de exonucleasas

seguida por reaccién de amplificacion por desplazamiento multiple (MDA), mediante el uso de

la polimerasa viral phi29 [215].

En el caso de la purificacion por gradientes de CsCl, las ventajas de este método incluyen la
obtencién de plasmidos de alto peso molecular intactos y en gran cantidad, siendo en este
sentido una técnica superior a las demas. En el caso de la prediccién bioinformatica, el
enfoque requiere que los contigos posean algin gen atribuible a un pldsmido, por lo que es
aplicable para analizar sdlo contigos grandes o que presentan genes tales relacionados a la
replicaciéon, conjugacién o genes de mantenimiento plasmidico. Ademas, su dependencia de la
existencia de esos genes plasmidicos depositados en las bases de datos lo limita a secuencias
gendmicas donde esos genes estén presentes. La estrategia de TRACA (“transposon aided
capture”) mediada por transposones depende de la estabilidad del pldasmido en E. coli, con lo
cual su aplicacidn es limitada por fuera del rango de plasmidos que son mantenidos en dicha
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especie receptora. Por ultimo, la aproximacién dependiente de la digestién de ADN lineal tiene
la desventaja de que los plasmidos grandes son frecuentemente nickeados durante los
procesos de purificacidn, con lo que luego de la digestidon se encuentran frecuentemente sdlo
plasmidos de tamafios pequefos, aunque la disminucién de la contaminacion cromosomal es
notable y se logra una buena purificacién de ADN plasmidico de tamafios menores a 10 Kpb.

1.10. Movilomas plasmidicos en Sinorhizobium meliloti

Una caracteristica comun de los rizobios es que su genoma presenta un gran numero de
plasmidos que codifican un diverso nimero de funciones [216, 217]. Los plasmidos que llevan
informacidn necesaria para la simbiosis son Ilamados plasmidos simbidticos o pSyms [218-
220]. Ademas de estos elementos simbidticos los rizobios presentan otros plasmidos, referidos
como plasmidos no-simbidticos, cripticos o accesorios, que no son indispensables para la
simbiosis o la vida libre en el laboratorio y cuyos roles biolégicos atiin no han sido esclarecidos.
El hecho de que este tipo de plasmidos se pierda, se incorpore o modifique su niumero de
copias o su contenido genético en la célula, es consistente con el rol que los plasmidos
muestran como vectores transientes que posibilitan cambios adaptativos en las poblaciones
bacterianas [221].

En muchos rizobios, el ADN plasmidico puede constituir un porcentaje sustancialmente alto del
ADN bacteriano, tal como sucede en S. meliloti donde la contribucién de los mega (plasmidos)
llega a ser casi un 45% del total de su genoma. En la cepa de S. meliloti 1021, el genoma
consiste de un cromosoma de 3,65 Mpb y dos plasmidos simbidticos pSymA y pSymB, cuyos
tamafios son de 1,36 y 1,68 Mpb respectivamente. En otras cepas, otros plasmidos no
simbidticos han sido descriptos adicionalmente [1, 222-226], representando un porcentaje
mayor de la informacién del genoma contenida en los plasmidos.

Megaplasmidos simbidticos

El contenido génico de los megaplasmidos simbidticos se conoce desde el secuenciamiento de
la cepa S. meliloti 1021 [227, 228]. El megaplasmdo pSymA codifica genes requeridos para la
nodulacién (genes nod), genes codificantes de la nitrogenasa (nif) y genes requeridos para la
fijacién de nitrégeno (fix). Ademds, pSymA contiene genes involucrados en el metabolismo,
transporte del carbono y del nitréogeno asi como de resistencia y respuesta a estreses que le
otorgan a S. meliloti ventaja adaptativas en su nicho especializado [227]. Su secuenciamiento
también mostré que el pSymA podria haber sido adquirido via transferencia horizontal a S.
meliloti debido al menor contenido de GC (60,4%) en comparacidn con sus otros replicones (el
cromosoma y el megapldsmido pSymB).

El megaplasmido pSymB codifica genes de adquisicion de nutrientes asi como enzimas
involucradas en biosintesis de polisacdridos y actividades catabdlicas. EI pSymB también
muestra caracteristicas comunes al cromosoma como lo es la presencia de genes esenciales
del metabolismo (housekeeping), tales como el tRNA correspondiente a arginina, el gen
minCDE involucrado en la divisién celular y la ruta completa de biosintesis de la asparagina. En
contraste, no se encontrd presente en el pSymA ningln gen esencial para la vida libre. En un
estudio de gendmica comparativa realizado por hibridizacién de distintos aislamientos de S.
meliloti frente a un microarray de la cepa S. meliloti 1021 realizado por Giuntini vy
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colaboradores [229], dichos autores concluyeron que la mayor cantidad de polimorfismos fue
encontrada presente en el pSymA. Este megaplasmido mostré ademds una gran densidad de
elementos transponibles, secuencias de insercion y elementos relacionados a fagos. En
general, dichos elementos tienden a acumularse en lugares donde no existen genes esenciales.
Toda esta informacién, sumada a la observacién de que el megapldsmido pSymA puede ser
curado mientras que el megaplasmido pSymB no, sugiere que el pSymA es un replicon que
conserva caracteristicas no esenciales semejantes a las codificadas en los plasmidos mientras
que el pSymB es un replicén que ya ha adquirido un rol esencial del tipo cromosomal. La cepa
curada en pSymA no mostré capacidades diferentes de crecimiento en medios ricos
comparada con la cepa salvaje pero no es capaz de crecer en medios definidos con algunas
fuentes de carbono presentes como Unicas fuentes de carbono y energia [230]. Los genes
presentes en pSymB se observaron mas distribuidos entre diferentes taxones en comparacion
con los otros replicones de S. meliloti [231]. En este contexto, el pSymB es considerado como
un replicén que tiene un rol en la diferenciacidn intra-especie a través de seleccién génica
positiva, mientras que el pSymA tendria un rol en la adquisicién de nuevas funciones [231].
Otro estudio sobre 3 cepas distintas de S. meliloti (1021, AK83 y BL225C) [232] mostré que el
pSymB presenta una gran resistencia a los rearreglos gendémicos, mostrando una sintenia casi
perfecta. Sin embargo, el pSymA mostré un bajo grado de sintenia y una mayor tasa de
rearreglos. El pSymA de la cepa S. meliloti SM11 presenta una diversidad mayor de funciones
en comparacion con los otros pSymA analizados, incluyendo regiones relacionadas a diferentes
pldsmidos de Sinorhizobium medicae WSM419 [233].

Plasmidos no-simbiodticos en S. meliloti

Los plasmidos en los rizobios se consideran cripticos, accesorios o no simbidticos cuando no
son necesarios para establecer una simbiosis completa [217]. El tamafio de los mismos es muy
variable (entre 7 Kpb y 260 Kpb). Algunas regiones de los mismos pueden estar involucrados
en la aparicién de rearreglos genéticos debido a la presencia de secuencias de inserciéon, o
cointegraciones de otros plasmidos [234, 235]. La presencia de secuencias repetidas en los
pldsmidos cripticos sugiere que la recombinaciéon de los mismos con otros plasmidos,
simbidticos y no simbidticos, en los rizobios es frecuente [236]. La informacidn disponible
indica que los plasmidos cripticos proveen a los rizobios de funciones con ventajas adaptativas,
que influyen en el fitness ambiental de los mismos, por lo cual se asume que los cambios
fenotipicos derivados de la mutacién de sus genes son dificiles de detectar en el laboratorio
[237]. En este sentido, en ensayos de liberacion al ambiente de cepas modificadas
geneticamente se han detectado cepas salvajes de S. meliloti capaces de desplazar vy
prevalecer en los nddulos, las cuales mostraron contener pldasmidos cripticos responsables de
dichas diferencias [238]. La observacion de ciertas ventajas en la simbiosis atribuidas a
diferentes plasmidos cripticos [239] o incluso la presencia de genes homdlogos a los
implicados en la nodulacién [240] parece indicar cierta ventaja no esencial en el proceso
simbidtico para este tipo de pldsmidos, que por otro lado no parece ser el caso en otros
pldsmidos cripticos que parecen afectar el proceso simbidtico [241]. Es posible, entonces, que
el rol de este compartimiento génico accesorio en las funciones adaptativas de la bacteria no
sea univoco, pudiendo a veces sugerir una ventaja adaptativa frente a la simbiosis y en otros
casos una desventaja o quizas una ventaja en otro tipo de condiciones aln no esclarecidas.
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Con respecto a los estudios de diversidad plasmidica realizados en S. meliloti, la metodologia
mas conveniente para la identificacidn de plasmidos cripticos consiste en el método de lisis in
situ en gel de agarosa [242], mediante el cual los plasmidos pueden observarse porque
mantienen una mayor integridad en comparacidon con otros métodos. Entre los trabajos de
diversidad de plasmidos cripticos en S. meliloti, una coleccién de aislamientos llevada a cabo
en nuestro laboratorio fue la base de un estudio en donde la diversidad de perfiles plasmidicos
fue representativa de los plasmidos presentes en dicha poblaciéon bacteriana. La misma fue
recuperada de 25 suelos diferentes de Argentina y en este trabajo se indagd acerca de la
correlacién entre la constitucion gendmica de los rizobios y el contenido de los plasmidos
cripticos presentes en la misma [1]. El analisis por geles de Eckhardt sobre 64 aislamientos
mostré que los mismos presentaban 22 perfiles plasmidicos distintos con al menos 38 bandas
discretas en los geles. Para evaluar si la diversidad de plasmidos presentes era representativa
de la poblacién muestreada, se utilizd un analisis acumulativo por indice de Shannon-Weaver
[243] y el mismo mostré que se alcanzd un plateau en los resultados observados con un
numero de aislamientos (n >49). Ademds el mismo trabajo mostrd que los perfiles plasmidicos
individuales no se correlacionaban con los marcadores cromosomales de sus huéspedes,
sugiriendo una gran actividad de transferencia de pldsmidos entre cepas distintas. Dicha
coleccion de aislamientos de S. meliloti constituye el punto de partida de este trabajo de tesis
doctoral.

Replicacidn, particién y mantenimiento en plasmidos no simbidticos de rizobios

Aunque no se conoce la contribucién ni el rol adaptativo de este tipo de plasmidos en los
rizobios y la mayoria de sus proteinas son de funcién desconocida, se sabe que se replican y
mantienen de manera muy estable a las sucesivas generaciones. Los genes que dirigen la
replicacion y particion en los plasmidos (simbidticos y no simbidticos) en los rizobios
pertenecen a la familia RepABC [244, 245]. La misma familia de proteinas, organizadas
mayoritariamente en operones, es la responsable de la replicacién y particion de casi todos los
pladsmidos y segundos cromosomas de las bacterias pertenecientes al orden Rhizobiales, y de la
mayoria de este tipo de replicones en alfaproteobacterias [245].

Conjugacion y evidencias de la transferencia de genes en los plasmidos no simbidticos

Tanto los mecanismos de transferencia de genes (HGT) como la recombinacién y la conversién
génica parecen ser los mecanismos que moldean la estructura gendmica en los rizobios.
Dentro de la gran cantidad de plasmidos no simbidticos presentes en los rizobios muchos de
ellos han mostrado ser autotransmisibles o movilizables lo que sugiere su rol como vehiculos
de adaptacién, evolucién vy diversificacion en estas especies. En el trabajo realizado
previamente en nuestro laboratorio, se estudié cuan activos en movilidad eran los plasmidos
cripticos presentes en nuestra coleccion, representando los 22 perfiles distintos (22 OTUs), y se
observd que el 14% de los mismos eran movilizables, indicando autotranmisibilidad o
movilizacién por parte de otro plasmido “helper”. Asimismo, el 29% de los aislamientos que
representaban a un OTU diferente pudieron retransmitir al pldsmido modelo pSmelLPU88b a
una tercer cepa receptora, indicando cierta ubicuidad en las funciones “helper” necesarias en
los aislamientos de S. meliloti [1]. La evaluacidon de los mecanismos moleculares involucrados
en la movilizacién de estos plasmidos presenta gran relevancia en la comprensidon de los
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mecanismos mediante los cuales los plasmidos pueden intercambiar funciones adaptativas en
una misma especie y su rol en la configuracién genémica de los replicones.

22



Objetivos






Tesis Doctoral José Luis Lépez

OBJETIVO GENERAL

Los replicones plasmidicos cripticos forman parte del compartimiento génico mévil mediante el
cual la comunidad bacteriana potencialmente intercambia (comparte) funciones adaptativas para
el ambiente en que se desarrolla. Teniendo en cuenta nuestro interés en la biologia y gendmica
de rizobios como bacterias modelos de suelo simbiontes de plantas, en el presente trabajo de
tesis desarrollaremos una aproximacién metagendmica para la exploracion de la informacién
génica presente en los plasmidos cripticos de diferentes aislamientos de S. meliloti y de otras
bacterias simpdtricas asociadas a plantas de alfalfa. Empleando como modelo de analisis una
bacteria de suelo de importancia agricola, el presente trabajo de tesis se propone avanzar en la
caracterizacién estructural y funcional de los movilomas plasmidicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

=  Obtencidn y purificaciéon de los plasmidos cripticos de una coleccidon de aislamientos de S.
meliloti previamente caracterizada en nuestro laboratorio en términos de los plasmidos
presentes, y las caracteristicas de transferencia conjugativa de los mismos.

= Construccién de una coleccién de aislamientos de bacterias de la microbiota asociada a
semillas y plantas de alfalfa. Analisis de su diversidad. Caracterizacion del contenido
plasmidico presente en los aislamientos. Preparacién y purificacion de sus plasmidos cripticos.

= Secuenciamiento a saturacién (a escala de megabases) del DNA de los replicones cripticos
presentes en S. meliloti y en la biota simpdtrica asociada a alfalfa. Anotacién y analisis
bioinformatico como herramienta para la prediccion de funciones (data mining).

= Evaluacién de relaciones de ortologia y busqueda de vinculos evolutivos entre el moviloma
plasmidico de S. melilotiy los replicones cripticos presentes en el rizobio (cromosoma, pSymB,
pSymaA).

= Comparacion de los movilomas plasmidicos secuenciados de S. meliloti y de sus bacterias
simpatricas. Analisis de relaciones de ortologia hacia la evaluacion de eventos de
transferencia lateral entre ambos movilomas.

= Consolidacién de una imagen (modelo) que provea evidencia estructural, funcional, y de los
vinculos del moviloma criptico de S. meliloti como vector de la evolucién gendmica del rizobio
y como mediador de la interaccién con otros genomas bacterianos que comparten el mismo
habitat.
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Il.1. Medios de cultivo utilizados
Composicion de los medios de cultivo y condiciones de crecimiento bacteriano

Para el crecimiento de cepas de los aislamientos provenientes de semillas y plantulas de alfalfa
se utilizé el medio de cultivo LB-Glucosa [246], cuya composicion es la siguiente: Glucosa 1g/I,
NaCl 5g/I, Triptona 10g/|, Extracto de levadura 5g/I.

Para el caso de Sinorhizobium meliloti se utilizé el medio de cultivo TY [247], cuya composicion
es: CaCl,.2H,0 0,9 g/|, Triptona 5 g/, Extracto de levadura 3 g/I.

Los cultivos se incubaron por el tiempo requerido a 28 °C con agitacion (180 rpm) o a 28 °C en
incubadora (en el caso de las placas con medio sélido).

Para la preparacién de medios sélidos se utilizdé agar en una concentracion de 15 g de agar por
cada litro de medio de cultivo.

La estimacién del nimero de bacterias se realizé por mediciéon fotométrica de la densidad
Optica a 600 nm (una DOgy = 0.1 corresponde a aproximadamente a 2x107 UFC/ml).

1.2 Medio mineral para irrigacion de plantas

Composicion del medio mineral Fahraeus para irrigacion de plantas

Las plantulas crecidas a partir de las semillas esterilizadas superficialmente fueron irrigadas
con Medio Mineral de Fihraeus cuya composiciéon es (g/l): CaCl,.2H,0 0.114, MgS0,.7H,0
0.120, Citrato Férrico 0.005, KH,PO, 0.1, Na,HPO, 0.15. Dicha solucién puede prepararse 1000
veces mas concentrada (1000X) y es esterilizada en autoclave.

Una vez diluida, a la solucidn final se le adiciona una solucién de micronutrientes, la cual es
asimismo preparada 1000X y filtrada independientemente en filtros de 0,22 micrones.
Solucién Micronutrientes (1000X) (g/l): KCI 3.73, H3BO; 1.55, SO,Mn.H,0 0.85, CuS0O,.5H,0
0.13, ZnS0,4.7H,0 0.58, (NH;)6Mo0504.4H,0 0.01.

11.3. Aislamiento de bacterias asociadas a semillas de alfalfa

Seis diferentes variedades de semillas de Medicago sativa (alfalfa) que presentan distintas
caracteristicas agrondmicas y antigiedad fueron provistas por el Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA-Castelar). Para el aislamiento de bacterias enddfitas, réplicas
de entre 1y 2 gramos de semillas fueron esterilizadas superficialmente con H,SO, concentrado
(98% P/P) durante 10 min, lavadas con abundante agua destilada estéril en bafio de hielo para
evitar el calentamiento por neutralizacidn y neutralizadas con solucion buffer fosfato estéril
(PBS: 123 mM NaCl, 9.8 mM Na,HPOQ,, 2.4 mM KH,PO,, pH 7.4). Alternativamnte, las semillas
fueron esterilizadas con solucion de hipoclorito de sodio (11 gCl/L) durante 10 minutos y
lavadas con abundante agua destilada estéril. En ambos casos, 500 UL del agua sobrante luego
del lavado final fue plaqueado en 5 placas de medio LB sélido como control de esterilidad
externo de las semillas. Posteriormente, éstas fueron incubadas en 25 mL de PBS por 4 horas
para permitir la entrada de agua y la liberacion gradual de los exudados. Luego de transcurrido
ese tiempo, 100 pL del sobrenadante fueron plagqueados en medio LB e incubados a 28 °C
durante 4 dias hasta que todas las colonias visualmente distintas fueron aisladas en medio de
cultivo LB. Dichos aislamientos fueron reaislados sucesivamente en LB hasta la obtencién de
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un cultivo homogéneo y luego fueron criopreservadas a -20 y -80 °C en medio LB
suplementado con 50% y 25% de glicerol, respectivamente.

Las variedades de semillas utilizadas en los ensayos fueron gentilmente provistas por el Ing.
Alejandro Perticari. Las mismas son variedades experimentales estudiadas en el INTA-Castelar
y presentan distintas caracteristicas agrondmicas, detalladas en la Tabla A8 del Anexo.

11.4. Obtencion de bacterias en plantulas de alfalfa provenientes de semillas

Las plantulas de alfalfa fueron obtenidas a partir de semillas esterilizadas en superficie segun
se detalla en la seccidn I1.3, luego germinadas en medio agar agua y crecidas agrupadas de a 4
plantas en tubos de ensayo cdnicos tipo Falcon de 50mL estériles, conteniendo vermiculita
esterilizada como soporte y tapones de algodén que permiten el intercambio gaseoso y a la
vez evitan la contaminacidn externa a lo largo del experimento. Las plantas fueron incubadas
en camara de plantas (Binder™, Modelo KBW 400) con un ciclo programado de 16 horas luz
(22 °C) y 8 horas de oscuridad (16 °C) y fueron regularmente irrigadas con solucion Fahraeus
estéril en camara de flujo laminar. Luego de 30 dias de incubacion las plantulas fueron
cosechadas. Cada plantula fue machacada en mortero estéril con 1 mL de solucién PBS y se
plaguearon 100 plL del sobrenadante (de la muestra directa o de diluciones seriadas 1:10) en
medio LB sdlido. Una vez crecidas las colonias a 28 °C durante 4 dias, las mismas fueron
reaisladas sucesivas veces para obtener un cultivo puro, y criopreservadas.

Preparacion de la vermiculita en nuestros ensayos

La vermiculita se lavd con abundante agua destilada, fue secada en estufa a 60 °C vy
fraccionada en tubos cénicos tipo Falcon de 50 mL cerrados con tapones de algoddn-gasa para
evitar contaminaciones exteriores durante los ensayos. Estos tubos ya preparados fueron
esterilizados 4 veces en autoclave. En cada ensayo dos tubos fueron abiertos en flujo laminar y
su vermiculita fue embebida en 10 mL de PBS estéril y luego plagueada en medio LB sélido e
incubada toda la noche a 28 °C, de manera de comprobar que no existe microbiota remanente
en la vermiculita con capacidad de crecimiento en el medio de cultivo que utilizamos en
nuestros ensayos. El mismo procedimiento se realizé sobre dos tubos con vermiculita, pero sin
contener semillas, al finalizar los ensayos luego de los 30 dias de incubacién en la cdmara de
plantas, de manera de corroborar que la contaminacién externa esta ausente bajo este
sistema de crecimiento aislado de la microbiota del aire en el ambiente.

I1.5. Ensayos in vitro de capacidades indicadoras de promocidn del crecimiento
vegetal (PCV)

Con el objetivo de explorar si los aislamientos presentaban alguna actividad de promocién del
crecimiento vegetal (PCV) in vitro, diferentes pruebas bioquimicas fueron evaluadas, tales
como solubilizacién de fosfatos [248], produccidon de quitinasas [249], sideréforos [250],
celulasas [251], acido indol acético [252], proteasas [253]. Adicionalmente, se realizaron
ensayos de biocontrol contra algunos hongos fitopatdgenos de géneros tales como Rhizopus,
Alternaria y Fusarium [254], y ensayos de produccion de bacteriocinas seglin Parret y
colaboradores [255].
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11.6. Aislamiento de ADN total

Para la preparacién de ADN total de los aislamientos bacterianos, se tomaron bacterias
crecidas en medio sélido (aproximadamente una punta de tip) o liquido (sedimento de 500 pL
de un cultivo de DOgy,=0,8, centrifugado a 10000 g durante 5 minutos), y se resuspendieron en
100 pl de N-lauril sarcosina al 0,1% en TE (50 mM Tris, 20 mM EDTA, pH=7,0). Luego se
centrifugaron (10.000xg 2 minutos) y se lavaron con solucién 1M de NaCl. A continuacion, se
centrifugé a (10.000xg 2 minutos) y el sedimento se resuspendié en 250 pl de TE (50 mM Tris,
20 mM EDTA, pH=7,0) suplementado con sacarosa al 20%. Se agregaron 250 pl de lisozima 5
mg/ml en TE (50 mM Tris, 20 mM EDTA, pH=7,0). Esta mezcla se incubd 1 hora a 37 °C.
Posteriormente se agregaron 50 ul de una solucién de Pronasa 10 mg/ml y 5% de N-lauril
sarcosina en TE (50 mM Tris, 20 mM EDTA, pH=7,0), se mezclé por inversion y se incubd a 37
°C durante 1-2 horas. Transcurrido este tiempo, se agregaron 70 pl de una solucidn de acetato
de sodio 3M, 200 pl de fenol equilibrado con Tris a pH=8 y 100 pl de cloroformo. Se agito
suavemente y se centrifugd durante 15 minutos a 10.000xg. La fase acuosa se pasé a un nuevo
tubo y se precipité el ADN por agregado de 1 volumen de isopropanol o 3 volumenes de
etanol. Se centrifugd 15 minutos a 10.000xg. El sedimento se lavd con etanol 70%, se dejé
secar al aire. Finalmente, se resuspendio en el volumen deseado de agua (en general 25-50 pl)
y se afiadié 1 pl de una solucién 1mg/ml de RNAsa.

I.7. Ensayos de PCR

Los ensayos de PCR fueron realizados en ciclador Bioer Thermal Cycler. Las mezclas de reaccion
utilizadas se prepararon segln protocolo propuesto por el proveedor de la enzima. La
concentracion final de los componentes fue: oligonucléotidos (dNTPs) 0,2 uM; Mg+2 1,5-3,0
mM, cebadores (“primers”) 0,2 — 1 uM, Taqg ADN polimerasa 1 unidad enzimatica. El tampodn
de reaccién (“buffer”) es de composicion desconocida y se utiliza segun las indicaciones del
fabricante. Los moldes de ADN para las amplificaciones fueron obtenidos utilizando alguna de
las siguientes metodologias: procedimiento de “hervidita” o bien preparacion de ADN total.

La amplificacién de los productos fue visualizada en geles de agarosa (0,8 a 1%) tefiidos con
bromuro de etidio a una concentracion final de 1,0 ug/ml. Las reacciones se realizaron en 10pl
finales utilizando 2,5ul de muestra.

11.8. Amplificacion del gen 16s rRNA

Como material de partida para las PCR se utilizaron lisados celulares obtenidos tomando
material bacteriano crecido en medio sdlido (punta de tip) y resuspendiendo en 50 plL de agua
destilada apta para PCR y luego sometiéndolo a un bafio de agua 15 minutos a 100 °C para
provocar la lisis celular. Posteriormente se centrifuga el tubo a 10000 rpm durante 10 minutos
y se toma 1 uL del sobrenadante, se realiza una dilucién 1:10 en agua apta para PCR del mismo
y se utiliza 1 uL de la dilucion como material molde de la PCR. Cuando las PCR no dieron una
banda nitida como se esperaba, alternativamente se utilizé como molde de reacciéon una
extraccién de ADN total preparada como se detalla en la seccién I1.6.

Se amplificaron fragmentos del gen 16s rDNA mediante el uso de los primers fD1/rD1 [256]
generando amplicones de 1.48 kpb de tamafio, y los primers Y1/Y2 [257] que generan
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amplicones de entre 550 y 600 pb. Dichos productos fueron secuenciados mediante el uso de
los mismos primers fD1 o Y1, dependiendo el caso, con la colaboracion de la plataforma de
secuenciamiento del INTA-Castelar. El andlisis de las lecturas obtenidas por BLASTn permitid
estimar la taxonomia de los aislamientos obtenidos a nivel de género.

Tabla II.1. Cebadores (“primers”) utilizados para la amplificacion de las regiones parciales del gen 16S rRNA.

Denominacion Secuencia Referencia
Y1 5'-TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3’ [257]
Y2 5'-CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3' [257]
fD1 5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ [256]
rD1 5"-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’ [256]

11.9. Identificacién de aislamientos por espectrometria de masas MALDI-TOF

La identificacion bacteriana por MS MALDI-TOF fue realizada mediante el empleo del software
MALDI Biotyper 3.1 (de la empresa Bruker Daltonics)[258]. La preparacion de las muestras para
su posterior identificacidn fue llevada a cabo de acuerdo al método de extraccién de proteinas
por lisis celular descripto por Bruker Daltonics. Inicialmente, colonias bacterianas de 12-24 hs
de crecimiento en medio LB fueron resuspendidas en etanol 80%, centrifugadas a 10.000 rpm
por 2 min y finalmente resuspendidas en 20 pul de acido féormico 70%:acetonitrilo 100% (1:1).
Para el analisis de las muestras 1 pl de suspensién celular fue adicionado sobre cada uno de los
spot de una placa MALDI (384 spots) que, inmediatamente después de secarse, fue recubierta
con 1 pL de solucién saturada de matriz (10 mg/mL) consistente de acido a-ciano-4 hidroxi
cindmico (HCCA) resuspendido en solucidn organica (50% acetonitrilo + 2,5% tri-fluoro
acético). Los espectros de masas fueron obtenidos manualmente en un rango de 2 a 20 KDa en
modo lineal positivo utlizando el software FlexControl (3.0) acoplado a un espectrémetro de
masas modelo Ultraflex (Bruker Daltonics). Se utilizo el calibrante BTS (bacterial test standard)
(Bruker Daltonics) que consiste en proteinas ribosomales de la cepa E. coli DH5a junto a las
proteinas RNAsa A y mioglobina, presentando masas moleculares correspondientes a 13.683 y
16.954 Da, respectivamente. La clasificacién a nivel de género o especie de los espectros
obtenidos fue realizada de acuerdo a los valores de puntuacion (scores) del software MALDI
Biotyper: un valor mayor a 2 indica una identificacidn a nivel de especie, un valor entre 1,7 y
1,9 indica una identificacion a nivel de género y un valor menor a 1,7, una identificaciéon no
confiable. La base de datos del software comercial fue nutrida con la adicién de las nuevas
cepas identificadas en este trabajo, las cuales pudieron ser identificadas por secuenciacion del
gen 16S rRNA y cuyos espectros de masas promedios fueron obtenidos sumando 20 espectros
de masas independientes que presentaron intensidades variables de entre 6 x10° a 10°
unidades arbitrarias [259].

11.10. Identificacion de plasmidos de alto peso molecular

Los perfiles de plasmidos fueron obtenidos por el método de lisis in situ de Eckhardt [242] con
las modificaciones realizadas por Wheatcroft [260]. Las bacterias fueron cultivadas en medio
TY liquido. Alicuotas de 1 ml de cultivos crecidos hasta una DOgy = 0,4 fueron centrifugadas y
las células fueron lavadas con 1 ml de solucidn 0,3% (P/V) de sarcosilato de sodio. Las células
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de cada muestra fueron centrifugadas nuevamente, resuspendidas en 15 pl de solucién de
ficoll 20% (P/V), y mantenidas en agua hielo hasta el momento de sembrar el gel de
lisis/separacidn (0,75% de agarosa con buffer TBE (Tris 0,09 M; acido bérico 0,09 M; EDTA
0,002 M)). Previo a la siembra de las muestras en cada fosa del gel se introdujeron 25 ul de
una solucion de SDS 10% (P/V) con xylen cyanol, y la electroforesis se corrid a polaridad
invertida hasta que el frente retrocedié un centimetro. Se detuvo la corrida y se procedio a la
siembra. Para ello se agregaron 15 ul de solucién de lisis (sacarosa 8% ficoll 2% Tris 50 mM
EDTA 25 mM, RNAsa 0,4 mg/ml lisozima 1mg/ml) a cada una de las muestras, se mezclaron en
forma suave e inmediatamente se sembraron 15 pl de la mezcla por calle. Se corrié con la
polaridad normal a 30 V 30 miny luego a 110 V 2 h, luego se lavé con agua 30 min y se tifié con
bromuro de etidio (0,5 mg/ml).

11.11. Purificacién y secuenciamiento de los plasmidos cripticos
Coleccion de aislamientos de Sinorhizobium meliloti utilizados

Dieciocho aislamientos de nuestra coleccidn de Sinorhizobium meliloti fueron seleccionados
para la purificacion de ADN plasmidico. Cada uno de estos aislamientos presenta un perfil
plasmidico diferente [1] y se estima que un total de 38 bandas correspondientes a diferentes
plasmidos de distintos tamafios (entre 20 y 200 kpb) estan presentes en esta coleccién, tal
como se visualiza por geles de lisis in situ [242]. A su vez, esta coleccidon representa a la
diversidad de plasmidos colectados en los sitios de muestreo, tal como se observa por el
analisis del indice de Shannon [1]. Los aislamientos que pudieron ser exitosamente purificados
y finalmente secuenciados fueron los siguientes: LPU 9, LPU 198, LPU 5, LPU 87, LPU 86, LPU
196, LPU 258, LPU 26, LPU 88, LPU 57, LPU 178, LPU 118, LPU 116, LPU 243, LPU 15, LPU 110,
LPU 121, LPU 122 y LPU 244.

Enriquecimiento de los plasmidos cripticos del MPSme mediante gradientes de
cloruro de cesio y secuenciamiento

Los aislamientos de S. meliloti se crecieron individualmente a 28 °C en medio TY y sus
plasmidos fueron purificados por medio de la ultra centrifugacion en gradientes de CsCl, segun
el método descripto por Jouanin y colaboradores [261], de cara al enriquecimiento de los
plasmidos de alto peso molecular no simbidticos (cripticos). A partir de este procedimiento se
logra un incremento notable de la representacion de los plasmidos cripticos en la muestra,
respecto al ADN cromosdmico o al perteneciente a megaplasmidos.

Cada preparacién de ADN fue digerida con la enzima de restriccion EcoRl a 37 °C durante 4
horas, luego corrida en un gel de agarosa 0,8 % p/v, tefiida con bromuro de etidio y revelada a
luz UV (260 nm). La calidad del enriquecimiento plasmidico fue evaluada en base a la
minimizacién del fondo cromosémico presente. Una muestra de cantidades equivalentes en
masa de ADN de cada aislamiento fue preparada para su posterior secuenciamiento, partiendo
de concentraciones medidas en el espectrofotémetro NanoDrop™. Dicha muestra fue
secuenciada utilizando la tecnologia de lon Torrent™ [262]. Adicionalmente, y debido a la
presencia de errores de secuenciacidon sobre secuencias homopoliméricas, la misma muestra
se secuencié utilizando la plataforma Illumina™. Dicho secuenciamiento fue realizado en el
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CeBiTec, Universidad de Bielefeld, Alemania. Las lecturas fueron ensambladas utilizando
Newbler v.2.6, de Roche™.

Enriquecimiento de los plasmidos cripticos del MPAS mediante gradientes de cloruro
de cesio y secuenciamiento

Los aislamientos provenientes de semillas y plantulas de alfalfa (que se describen en la secciéon
V.2) fueron crecidos en LB y sus plasmidos fueron purificados por gradientes de CsCl [261].
Para su secuenciamiento se preparé una mezcla de iguales cantidades en masa, partiendo de
concentraciones medidas en el espectrofotémetro NanoDrop™.

El secuenciamiento de esta muestra de plasmidos pertenecientes a aislamientos asociados a
las semillas de alfalfa (MPAS) se realizé mediante la construccidn de una biblioteca mate-pair.
La misma consistié en la ruptura del ADN plasmidico en fragmentos de largo promedio de 4.8
kpb, su purificacién y la posterior uniéon de adaptadores que permiten circularizar los
fragmentos y sirven de secuencias blanco de los cebadores que se utilizan en el
secuenciamiento. Una vez circularizado el ADN se fragmenta nuevamente y se procede al
secuenciamiento pair-end de Illumina utilizando las secuencias blanco localizadas en los
adaptadores mencionados. Las lecturas obtenidas mediante esta biblioteca consisten en
fragmentos de ADN separados por una distancia promedio de 4.8 kpb que permite ensamblar
contigos y unirlos evitando los problemas de ensamblado asociados a secuencias repetitivas
largas, frecuentes en genomas bacterianos. La construccion de la biblioteca y el
secuenciamiento fueron realizados en el CeBiTec, Universidad de Bielefeld, Alemania.

11.12. Identificacidn de plasmidos cerrados entre los ensambles obtenidos del MPAS

La identificacién de los plasmidos cerrados se realiz6 mediante dos softwares de edicion y
finalizacion de genomas, Consed y BACCardl [263, 264] en el CeBiTec, Universidad de Bielefeld.

11.13. Identificacion de los contigos plasmidicos

Considerando que el enriquecimiento por gradientes de CsCl genera una muestra con
contaminantes de ADN cromosdmico y de megaplasmidos, se establecié un método para
discriminar cuales céntigos fueron ensamblados por lecturas provenientes de los plasmidos
cripticos enriquecidos.

i) Se calculé el niumero de lecturas por largo de contig (L/C) para aquellos contigos que
presentaban una cobertura completa y un alto porcentaje de identidad (99-100%) al alinearlos
contra cromosomas o plasmidos simbidticos de aislamientos previamente secuenciados de S.
meliloti. Estos céntigos contaminantes presentan una media de L/C y desviaciones estandar
bajas (ver Tabla Al, Anexo). Contrariamente, aquellos cdntigos que presentan una alta
cobertura L/C, mayor a 2 desviaciones estandar de la media de los contaminantes, fueron
considerados provenientes de plasmidos cripticos.

ii) Se realizd un filtrado de los contigos basado en alineamientos BLASTn contra los
cromosomas y megaplasmidos secuenciados de las cepas Sinorhizobium meliloti BL225C, AK83,
1021, SM11, Rm41 y GR4, tomando en cuenta la cobertura y el porcentaje de identidad del
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alineamiento. Aquellos céntigos con mas de 95% de cobertura y mas de 90% de identidad
contra estas cepas, fueron removidos de la coleccién. En todos los casos se corrobordé que
estos contigos tuvieran asimismo un bajo valor de L/C y no fueran, en principio, posibles
transferencias de ADN cromosomal hacia los plasmidos cripticos.

iii) Para finalizar, los cdntigos remanentes con bajos valores de L/C, y que escaparon al filtrado
realizado en ii) debido a baja cobertura en el alineamiento o bajo % de identidad con los
genomas secuenciados, fueron considerados posibles céntigos pertenecientes a ADN
cromosdémico o megaplasmidico. Dichos céntigos fueron excluidos de los analisis, pudiendo
tratarse tanto de secuencias cromosomales o megaplasmidicas exclusivas de las nuevas cepas,
o bien de ADN de plasmido criptico que haya resultado estar en baja representatividad en la
muestra secuenciada.

Luego de los sucesivos pasos de filtrado, los contigos mayores a 1000 pb fueron importados al
sistema de anotacién GenDB [265], que permite la prediccion de marcos de lectura abiertos y
la anotacion sobre los mismos. La prediccion de ORFs sobre los contigos pequefios que
obtuvimos en el ensamblado muchas veces generd ORFs mads cortos debido a la interrupcion
del contigo.

11.14. Analisis de la composicion funcional por COGs

El andlisis de la variacidon en la composicion funcional basada en grupos de genes ortdlogos
COGs (“cluster of orthologous genes”) de la seccion 11l.3 fue llevada a cabo sobre los
cromosomas y megaplasmidos (pSymA y pSymB) de diferentes cepas completamente
secuenciadas de S. meliloti, y sobre diferentes plasmidos pertenecientes a la familia
Rhizobiaceae, los cuales se encuentran listados en la Tabla A2 del Anexo. Los ORFs de dichos
cromosomas, megaplasmidos y pldasmidos completamente secuenciados fueron descargados
de la base de datos GenBank, y mediante el uso del servidor WebMGA [266] se identificaron
aquellos genes que pudieron ser asignados a alguna clase COG. A partir de dicho andlisis
pudimos obtener el nimero de ORFs que, en cada replicdn, era asignado a cada clase de COGs
(de la A ala Z). En base a estos valores y al nimero total de ORFs asignables a cualquier clase
COG, se calcularon los porcentajes de cada clase COG representada en el total de ORFs de
dicho replicon.

Las matrices construidas por las distintas composiciones de COGs calculadas en cada replicon
fueron la informacion de partida con la que efectuamos los analisis de componentes
principales (PCA), el cual fue realizado online mediante el software “MetaboAnalist”,
representando los tres primeros componentes de variacién [267].

El andlisis jerarquico multivariado de clusters (o “mapa de calor”) se realizé mediante el mismo
software partiendo de la misma matriz de datos de entrada.

11.15. Analisis de genes homdlogos por el software EDGAR

El software EDGAR [268] fue disefiado para buscar homdlogos entre diferentes
genomas/replicones/metacdntigos (definiendo a estos ultimos como la combinacion de genes
no redundantes de un grupo dado de replicones/genomas). Este software esta ideado para
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recuperar genes homologos tomados en el sentido filogenético como aquellos que presentan
un origen ancestral comun. Los homdlogos que divergen y devienen ortélogos debido a un
evento de especiacién [269] son aquellos que conservan su funcion en diferentes organismos
[270]. Para hallar homdlogos, el método de busqueda por BBH (“bi-directional best hits”) que
utiliza EDGAR permite busquedas masivas de genes de manera mds eficiente con respecto a
otros métodos con la limitacion de no poder tomar en consideracion los paralogos (homdlogos
producto de una duplicacion, frecuentemente presentes en un mismo genoma) [271]. El
software emplea busquedas por BLASTp utilizando una matriz de sustitucién BLOSUM®62,
realizando BBH como se menciond previamente, y tomando como valores de corte, para
determinar si dos ORFs son homoélogos, a aquellos determinados entre dos genomas por el
analisis de SRV (score ratio values), empleado por Lerat y colaboradores [272], con
modificaciones para adaptar el criterio de eleccidn de valores de corte a géneros de variadas
distancias filogenéticas [268].

Mediante el uso de EDGAR, en el capitulo Ill se buscaron genes “singletones”, es decir aquellos
presentes en una cepa y ausentes en las restantes analizadas. Este analisis de realizé para cada
cromosoma, pSymA y pSymB de las cepas completamente secuenciadas de S. meliloti, listadas
en la Tabla A2 del Anexo. Asimismo se buscaron genes homdlogos presentes en todas las
cepas de S. meliloti para cada uno de los replicones antes mencionados (genes “core” en
cromosoma, pSymA y pSymB). Por otro lado, el software se utilizé para obtener conjuntos de
genes homodlogos entre todos los marcos de lectura abiertos del MPSme como conjunto de
referencia y el conjunto de ORFs presentes en el pSymA, pSymB y cromosoma de S. meliloti.
Como parte del andlisis del conjunto de genes del “core” se calcularon las curvas de la funcién
de decaimiento de genes (“core development plot”) para el pSymA y pSymB mediante el uso
de EDGAR.

Por ultimo, se utilizd el algoritmo de EDGAR para obtener y contar ortélogos entre el MPSme y
distintos plasmidos (agrupados como metacdntigos) y cromosomas de especies bacterianas
relacionadas, por un lado (seccién 1ll.3), y entre los ensambles obtenidos del moviloma
plasmidico de bacterias asociadas a la semilla (MPAS) y el MPSme, ademas de distintos
conjuntos de plasmidos agrupados en metacdntigos (seccién V.5).

Los resultados de estos ultimos andlisis mencionados fueron expresados como el Numero de
Ortélogos identificados en un replicon dado (o metacdntigo) por cada Cien Genes
(NOCG)(densidad de ortdlogos). Estas estimaciones fueron utilizadas para rastrear aquellos
replicones que contribuyen mas a la composicidn presente en el MPSme, tanto de S. meliloti,
como en otras especies. Los diferentes metacdntigos que utilizamos para buscar ortélogos
contra el MPSme fueron definidos como se adjuntan en la Tabla A2 del Anexo.

11.16. Analisis de la frecuencia de uso de codones

Para el calculo de la frecuencia relativa del uso de codones (RSCU, relative synonymous codon
usage [273]), se utilizaron cada uno de los conjuntos de genes homdlogos obtenidos mediante
EDGAR (ver seccidn 11.15) y mediante el uso del software GCUA [274] se realizé el cdlculo del
RSCU acumulativo. Posteriormente se generd una matriz conteniendo 59 de los 64 codones
posibles (se exceptuan los codones de terminacién UGA, UAG, UAA, el coddn codificante de la
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Metionina, AUG, y el coddn codificante del Triptofano, UGG, los cuales son invariables). A
partir de estas frecuencias de codones se generaron matrices y se analizaron por analisis de
componentes principales (PCA) mediante el uso del software XLSTAT, versiéon 2/07/2013
(Addinisoft™).

11.17. Basquedas por similitud de secuencia

Las busquedas de similitud nucleotidica y aminoacidica se realizaron utilizando las secuencias
nucleotidicas completas de los ensambles o céntigos en el caso de BLASTn y las secuencias
aminoacidicas de los ORFs en el caso de las busquedas por BLASTp y tBLASTn. Se utilizé6 como
valor de “expect” 10~.

11.18. Anotacion manual y asignacion de grupos funcionales

Los ORFs que fueron predichos y anotados automaticamente mediante la plataforma GenDB
[265] en los proyectos de secuenciamiento de los movilomas plasmidicos MPSme y MPAS, y los
presentes en los diferentes conjuntos de genes homodlogos obtenidos por EDGAR [268],
fueron revisados manualmente y a cada ORF se le asignd una letra indicando la pertenencia a
un determinado grupo funcional, basandonos en las predicciones funcionales, respetando el
siguiente criterio:

H: proteinas hipotéticas conservadas, dicha categoria incluye a todo ORF que presenta al
menos algin homdlogo en los genomas secuenciados y depositados en la base de datos del
GenBank, detectado a través de las busquedas secuenciales y pardmetros establecidos en la
plataforma GenDB [265], pero para el cual aun se desconoce la funcion bioquimica asociada a
alguno de sus homadlogos o basada en otro tipo de predicciones bioinformaticas (HMM-HMM,
etc). Las anotaciones automadticas asociadas a estos ORFs presentan las descripciones
"hypothetical protein”, "conserved protein", "putative membrane protein" o "putative
secreted protein".

U: predicciones de ORFs que no presentan homdlogos en los genomas secuenciados vy
depositados en la base de datos del GenBank, detectado a través de las busquedas
secuenciales y pardmetros establecidos en la plataforma GenDB [265]. Para estos genes auln se
desconoce la funcidn bioquimica asociada asignable por alguna prediccidn bioinformatica.

T: ORFs con predicciones funcionales asociadas al transporte de moléculas.

S: se incluyen ORFs con predicciones funcionales relacionadas a la regulacién transcripcional,
traduccional, traduccién de sefales, sistemas de dos componentes, etc.

P: incluye todos los ORFs con predicciones relacionadas a la replicacién, particién y
segregacion del ADN.

A: ORFs con funciones predichas relacionadas al metabolismo del ADN tales como: metilacidn
y restriccién, helicasas, ADN o ARN polimerasas, ligasas, nucleasas.

MGE: ORFs con funciones predichas relacionadas a la conjugacién, transposicion, secuencias
de insercién y genes relacionados a fagos.
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M: ORFs con predicciones funcionales relacionadas a diversas funciones metabdlicas que
incluyen las rutas biosintéticas o cataliticas de las bases nitrogenadas, aminodcidos, acidos
grasos, rutas centrales como glicdlisis, ciclo de Krebs y pentosas fosfato, resistencia a
antibidticos y a compuestos xenobidticos, respuestas oxidativas o de estrés, peptidoglicanos,
lipopolisacdridos, metabolismo del nitrégeno y relacionado al proceso simbidtico, degradacion
de macromoléculas, movilidad bacteriana, resistencia a metales, chaperonas y predicciones
metabdlicas generales no asignables a una ruta en particular.

X: En en caso del andlisis de los conjuntos de genes homdlogos al MPSme y de fracciones de
genes singletones (ver capitulo Ill) se utiliza alternativamente esta letra para indicar ORFs con
anotaciones funcionales asociadas a funciones de fagos, transposasas o secuencias de

insercion.

38



CAPITULO IlI

Moviloma plasmidico de Sinorhizobium meliloti:
secuenciamiento, caracterizacion funcional y vinculos
evolutivos con el resto del genoma del rizobio
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111.1. Introduccion

Teniendo en cuenta que los plasmidos cripticos contienen una considerable cantidad vy
diversidad de informaciéon génica en los rizobios, los cuales muestran un genoma
especialmente particionado (cromosoma, megaplasmidos, plasmidos cripticos), en este primer
capitulo nos propusimos comenzar a investigar cual podia ser el rol tanto adaptativo (qué
funciones estan codificadas y qué ventajas ofrecen) como evolutivo (qué rol juegan en la
estructuracion de la informacién génica en estas bacterias) que juegan estos replicones en la
biologia de S. meliloti. Para ello, y haciendo uso de una coleccién previamente estudiada en
nuestro laboratorio [1], abordamos su estudio con un enfoque gendmico, el cual nos permitio
acceder en gran escala al repertorio de plasmidos cripticos de S. meliloti como un modelo para
estudiar aspectos de ancestralidad de sus genes y evaluar su perfil de funciones génicas, de
cara a evaluar hipétesis sobre los roles bioldgicos que presentan los movilomas plasmidicos en
las bacterias.

11l.2. Preparacion y secuenciamiento masivo de plasmidoma criptico de una coleccion
previamente caracterizada de aislamientos de S. meliloti

Nuestro laboratorio ha caracterizado previamente una coleccién de aislamientos de S. meliloti
que se conformd en base a su diversidad de perfiles plasmidicos [1]. Con el objetivo de
secuenciar el conjunto de plasmidos cripticos presentes en esta coleccién de 18 aislamientos
de S. meliloti, se realizaron purificaciones de ADN seguidas de gradientes de CsCl a fin de
obtener ADN enriquecido en los plasmidos cripticos de alto peso molecular no simbidticos (ver
Materiales y métodos, seccién I1.11). Una muestra enriquecida en ADN plasmidico de cada uno
de los aislamientos fue secuenciada utilizando las plataformas lon Torrent (PGM) e Illumina
(MiSeq), resultando en un total de mas de 4 millones de lecturas con ambas plataformas, y un
total de cerca de 1 Gpb de secuencia obtenida. El ensamblado de las lecturas resulté en un
total de 5.763 contigos (mayores a 500 pb) y 9,66 Mpb de secuencia no redundante con una
cobertura promedio de 103 lectura/kilobase secuenciada. Para el curado de las secuencias que
nos permite sustraer la informacidn cromosomal contaminante y conservar la proveniente de
los plasmidos cripticos, tomamos al azar 30 céntigos diferentes que contenian genes
cromosomales conocidos de S. meliloti, calculamos el nimero promedio de lecturas/kilobase
sumado a dos desviaciones estdndar como criterio de corte, y excluimos todos aquellos
contigos que mostraron una menor cobertura que dicho valor. En promedio, los céntigos
cromosomales que descartamos mostraron una cobertura de 49 + 13 lecturas/kilobase, lo cual
contrastd con la mayor cobertura observada en los contigos de origen plasmidico (usualmente
mayor que 400 lecturas/kilobase)(ver Anexo, tabla Al). Un andlisis similar fue realizado para
los genes de los pSym con resultados de cobertura similares a los obtenidos para el
cromosoma, posiblemente debido a su gran tamafio, muy bajos nimeros de copias, y bajo
nivel de contaminacién en nuestra preparaciéon de plasmidos. La informacion filtrada nos
permitio identificar 337 cdntigos mayores de 1 kpb y que en conjunto totalizaron 1,46 Mpb de
secuencia no redundante de ADN plasmidico. El N50 de esta coleccién de contigos (calculado
como el largo del céntigo tal que la suma del largo del conjunto de céntigos menores a él
iguale o supere a mitad de la secuencia no redundante) fue de 8,1 kpb, siendo el contigo mas
largo de 44 kpb. La busqueda en la secuencia curada de marcos de lectura abiertos (ORFs por
su sigla en inglés, Open Reading Frames) utilizando la plataforma GenDB y luego un curado
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manual, predijo la presencia de unas 2.174 secuencias codificantes, incluyendo ORFs truncados
al final de los céntigos (ver Materiales y métodos, seccion 11.13). Considerando el total de la
secuencia curada y el numero de cepas a partir de las que realizamos las preparaciones,
resulté una cantidad (promedio) de al menos 80 kpb de ADN en plasmidos cripticos/cepa, con
un aporte en promedio de 120 genes/cepa.

El analisis de la secuencia del moviloma plasmidico criptico mostré que el mismo tiene un
contenido porcentual GC (GC%) de 58,26%, valor que es consistente con los observados en
plasmidos cripticos individuales previamente secuenciados en S. meliloti (ver por ejemplo los
replicones con cédigos de acceso HE995406.1, AF327371.1, DQ145546.1, EF066650.1 y
JQ665880.1). En contraste con esta observacion, y segin ha sido reportado previamente, los
cromosomas y megaplasmidos pSymB (“cromidos”, segun Harrison y colaboradores [275])
presentan un contenido GC% de 62,7% y de 62,4%, respectivamente [228, 276]; y los
megaplasmidos pSymA de 60,4 % [227] algo mds cercano al observado en el moviloma
plasmidico aqui presentado.

111.3. Comparacidén de las abundancias de COGs en el moviloma plasmidico criptico
respecto de las presentes en el cromosoma y en los plasmidos simbiéticos (pSyms).
Variaciones composicionales, relaciones evolutivas

Una de las formas mas sencillas de evaluar el tipo de funciones codificadas en un dado replicén
es analizar el tipo de proporcion de COGs [277], que corresponden al conjunto de genes
presentes. Asi, con el objeto de comparar las abundancias relativas de genes que codifican
funciones celulares diferentes en los distintos replicones de S. meliloti, se calcularon las
proporciones de clases COGs (A a Z) presentes en los cromosomas, pSymAs y pSymBs de todas
las cepas secuenciadas a la fecha, asi como para el moviloma plasmidico criptico que aqui
hemos secuenciado. El calculo de las proporciones de los distintos COGs (ver Materiales y
métodos, seccidén 11.14) en cada replicon (compartimiento gendmico) fue utilizado como
variable de entrada para realizar el analisis de componentes principales (PCA por su sigla en
inglés, Principal Component Analysis) que se muestra en la Figura Ill.1.A. Los resultados indican
que los diferentes replicones (cromosomas, pSymA y pSymB) y el moviloma plasmidico criptico
mapean en diferentes regiones en el espacio de tres dimensiones definido por los
componentes principales (PC) 1, 2 y 3; que en dicho analisis representaron 90% de la variacién
total acumulada segun se aprecia en la Figura Ill.1.B (curva verde).

La mayor variacién composicional entre los pSymAs comparada con la de los pSymBs y la de los
cromosomas, se refleja en una dispersién mas amplia de las localizaciones de los pSymA en el
espacio PC1-PC2-PC3 (Figura lll.1, esferas celestes). Los megaplasmidos pSymBs, a los que se
refiere frecuentemente como “crémidos” [275], mostraron una dispersidn composicional mas
acotada (esferas violetas) y comparable a la dispersidn observada para los cromosomas de S.
meliloti (esferas rojas). En concordancia con esto, la distancia media calculada para cada tipo
de replicon a su posicién promedio en el espacio PCA fue de 0,05; 0,12 y 0,95 para los
cromosomas, pSymBs y pSymAs respectivamente.
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Figura Ill.1. Analisis de componentes principales utilizando como variables de entrada la propocion de COGs
existente en el conjunto de los genes del cromosoma, de los pSyms y del moviloma plasmidico criptico de S.
meliloti. Parte A. Localizacion de cada uno de los replicones en el espacio de los componentes principales 1, 2y 3. El
color de los circulos indica los siguientes replicones: rojo, cromosoma; verde: moviloma plasmidico de la familia
Rhizobiaceae (secuencias de GenBank); azul, moviloma plasmidico criptico de S. meliloti (esta tesis); celeste, pSymA;
violota, pSymB. Parte B. Detalle de la proporcién de la variacidn representada por los primeros 5 componentes
principales (curva azul), y de sus valores acumulados (curva verde).
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El andlisis de las abundancias de COGs sirvid para investigar las caracteristicas funcionales
generales de los replicones y para explorar las relaciones entre ellos, independientemente de
la presencia o ausencia de marcadores individuales especificos. La Figura Ill.2 presenta un
analisis jerarquico multivariado de clusters para explorar la ocurrencia de patrones especificos
de clases COG (de la A a la Z como las variables del andlisis, que se listan a la derecha del
grafico) asociadas a cada tipo de compartimiento genémico (las muestras, que corresponden a
las columnas listadas en la parte superior). Los resultados muestran la predominancia de clases
especificas de COGs asociadas a cada tipo de replicdn, con COGs del cluster B; (dominada,
como se espera, por diversas funciones “housekeeping” junto con funciones de movilidad),
cluster A (transduccién de sefiales, transporte y metabolismo de iones inorgdnicos vy
produccién y conversidn de energia) y cluster B; (mecanismos de defensa, transporte y
metabolismo de carbohidratos y biogénesis de pared celular, membrana y envoltura) como las
predominantes en los cromosomas, pSymAs y pSymBs, respectivamente. El moviloma
plasmidico de Rhizobiaceae se agrupd con el pSymA (composiciones similares del cluster A) y
se separé del moviloma plasmidico de S. meliloti, con este ultimo emergiendo como un
compartimiento genédmico funcionalmente distinto con predominio de funciones asociadas al
trafico y secrecidon (clase COG “U”), y funciones -como se espera- relacionadas al
mantenimiento y estabilidad de plasmidos (clases COG “L” y “D”)(todas del cluster B,).
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Figura 111.2. Analisis jerarquico multivariado de clusters empleando como variables las proporciones de clases
COG en los diferentes replicones de S. meliloti. MPRhizo, moviloma plasmidico de la familia Rhizobiaceas
(secuencias disponibles en GenBank); MPSme, moviloma plasmidico criptico de S. meliloti.
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En comparaciéon con la heterogeneidad de las clases COG entre los diferentes pSymA
(diferentes colores conservados a lo largo de las columnas contiguas de estos megaplasmidos),
una composicién COG altamente conservada —menos variable- fue observada tanto para el
cromosoma y para el pSymB. Es interesante destacar, sin embargo, que de acuerdo al perfil
funcional los pSymBs se agruparon dentro del cluster de los replicones plasmidicos con los
pSymAs, el MPRhizo y el MPSme.

Evidencias de transferencia lateral de genes entre el moviloma plasmidico criptico y los
pSym(s) y el cromosoma de S. meliloti

El andlisis presentado en la seccién anterior mostré que los diferentes compartimientos
gendmicos de S. meliloti portan —con diversos grados de variacion- perfiles funcionales que les
son distintivos. Hemos visto, ademas, que cada uno de los replicones presenta diferente grado
de variacidon en su contienido génico siguiendo un orden decreciente pSymAs > pSymBs =
cromosomas. A partir de esta ultima observacidn, exploramos en mas detalle las fuentes de
variaciones entre los contenidos génicos de un mismo tipo de replicon. Asi, a partir de las
secuencias gendmicas completas de diferentes cepas de S. meliloti disponibles en el GenBank
calculamos el contenido de singletones por cada millar de genes presentes en cada uno de los
replicones. En concordancia con la mayor diversidad de clases COG observada entre los
pSymA(s) comparados con la diversidad observada entre los pSymB(s) o entre los cromosomas
(Figura 1II.1.A); los pSymA(s), segun puede observarse en los datos que se presentan en la
Figura Il.3, fueron también los replicones con mayor densidad de singletones (esto es, genes
presentes en el replicén de una cepa pero no en los homaélogos de las otras).
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Figura IIl.3. Valores medios de la cantidad de singletones/1000 genes presentes en los cromosomas y en los
megaplasmidos pSymAs y pSymBs de S. meliloti, calculados a partir del analisis de los genomas de siete cepas
diferentes disponibles en el GenBank. Las barras de error indican las desviaciones estandar de la media.

Como se sugiere para los plasmidos del grupo Bacillus cereus [278], es concebible que los
singletones representen a los genes mas recientemente adquiridos durante la evolucion de los
replicones. Por lo tanto, la informacidn de la Figura IIl.3 sugiere que la incorporacién de genes
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por transferencia horizontal se produce de manera mas frecuente en el pSymA, comparado
con el pSymB y los cromosomas. A partir de los resultados obtenidos existen dos fuertes
evidencias que sugieren al moviloma plasmidico como posible fuente de varios de los
singletones observados. En primer lugar el contenido GC% del moviloma plasmidico criptico de
S. meliloti es similar al contenido GC% de los singletones independientemente del replicdn que
estemos analizando, y diferente al contenido GC% de los genomas core de cualquiera de los
replicones (genomas core refiere en este caso al conjunto génico que se conserva en todos los
replicones homdlogos del conjunto de cepas analizadas)(Figura 111.4).
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Figura 11l.4: Valores medios del contenido G+C porcentual (GC%) correspondiente a diferentes compartimentos
(cromosomas, megaplasmidos) y fracciones (core, singletones) genémicas de S. meliloti, comparados con el GC%
del moviloma plasmidico criptico del mismo rizobio (barra roja a la derecha). Las barras de error indican
desviaciones estandar de la media.

La segunda evidencia que apoya la ocurrencia pasada de transferencia génica desde el
moviloma plasmidico criptico a los pSymAs se presenta en la Figura Ill.5 en la que se evalua a
través de un PCA el uso de codones en los diferentes compartimentos gendmicos completos
(cromosomas, pSymAs, y pSymBs), y en varias de sus fracciones génicas (genes core,
singletones). Segun puede apreciarse, mientras el uso de codones en cada genoma core es
cercano al correspondiente a su replicén completo (cuadrados y circulos con un mismo color);
el uso de codones de la fraccidn singletones de cada replicon (tridngulos) es mas cercano al
observado en el moviloma plasmidico criptico (circulo rojo). Por lo tanto hay una relacién clara
entre el contenido GC y el uso de codones entre los singletones y el moviloma plasmidico
criptico. Resulté también evidente que mientras los usos de codones de los genomas core de
los pSymBs (cuadrados verdes) son cercanos a los de los cromosomas (cuadrados azules), los
usos de codones de los genomas core de los pSymAs (cuadrados amarillos) se desplazan hacia
el uso de codones correspondiente al moviloma plasmidico criptico (circulo rojo).
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Figura III.5. Analisis de componentes principales utilizando como variables de entrada la proporcion de uso de
codones excluyendo AUG (Unico para Met), UGG (tnico para Trp); y UAA, UAG, UGA (todos de terminacion). Los
circulos azules, verdes y amarillos corresponden a los replicones completos cromosomales, pSymBs y pSymAs,
respectivamente. Los cuadrados y los triangulos utilizan el mismo cédigo de colores y corresponden a los genomas
core y singletones, respectivamente.

Las evidencias derivadas de los contenidos GC% y del uso de codones en los distintos
replicones y fracciones gendmicas de S. meliloti apoyan ambas fuertemente la transferencia
génica pretérita desde plasmidos no simbidticos a los tres replicones de este rizobio
(cromosoma y pSyms), evidenciada hoy en miembros de las fracciones génicas de los
singletones.

Considerando la evidencia actual aceptada que sostiene que el uso de codones es moldeado
durante la evolucién a nivel celular [279, 280], surge la pregunta referida a épor qué los
diferentes replicones presentan un uso de codones claramente distintivo? Probablemente, la
diferencia en el uso de codones entre los genes core del pSymA(s), pSymB(s) y cromosomas
refleje las diferencias originales entre el uso de codones en el rizobio pre-simbidtico (el
cromosoma ancestral) y las de las bacterias ancestrales, dadoras de los replicones pSym. De
acuerdo a esta posibilidad, la mayor parte de los genes core conservados entre los pSymA(s) y
los pSymB(s) deberian haberse incorporado a sus replicones correspondientes antes de la
adquisicion de estos megaplasmidos por el precursor pre-simbidtico de S. meliloti. La funcidn
de decaimiento de los genes core al incrementar el nimero de pSyms incluidos en el andlisis
(Figura II1.6) sirve para inferir que los precursores ancestrales del pSymA y pSymB en el
momento de su adquisicion podrian haber tenido en el orden de 500 y 1200 genes de los
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actuales presentes en el core, respectivamente (es decir, un 40% y 80% de su contenido génico
actual).
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Figura 111.6: Funcion de decaimiento de los genes core del pSymA (parte A) y pSymB (parte B) calculada con el
software EDGAR (ver Materiales y Métodos, seccidn 11.11) al adicionar n replicones (n de 1 a 7) en sus distintas
combinaciones representadas por cruces en la figura. Las funciones que describen las curvas de las figuras son las
siguientes: Y=953 * exp(-X/2,171) + 527,843 (pSymA), y Y=354,861 * exp(-x/1,941) + 1259,758 (pSymB).

Homologos del genoma core y de los singletones de S. meliloti en el moviloma plasmidico
criptico

El anadlisis comparativo de los genes core y singletones de los pSym y de los cromosomas
respecto de sus homoélogos en el moviloma plasmidico, sirvié para investigar cémo vario el
uso de codones de dichos marcadores dentro de S. meliloti por un lado, respecto de cémo lo
hizo siendo parte del moviloma plasmidico en circulacion por el otro. La posibilidad de contar
con homdlogos al MPSme de las fracciones core y singletones de cada replicdn nos permitid
comparar el uso de codones de los genes en su versién actual localizada en el cromosoma,
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pSymA o pSymB (en el rizobio), respecto del uso de codones de sus genes homdlogos
localizados en el moviloma plasmidico. En la Figura IIl.7 se presenta un PCA en el que se
comparan los usos de codones de los genes core y singletones de diferentes replicones
(cromosomas y pSyms) para los que encontramos homologos dentro del moviloma. Se observa
en primer lugar que los homélogos al moviloma que estan presente en cada fraccién core (los
homoélogos al moviloma en el core del pSymA, pSymB y cromosoma se indican con
diamantes amarillos, verdes y violetas, respectivamente) tienen cada uno un uso de codones
que es similar a sus correspondientes conjuntos totales de genes core (indicados con
cuadrados amarillos, verdes y violetas, respectivamente). En contraste con esta observacion,
los homologos de los mismos genes core pero ahora en su version localizada en el moviloma
plasmidico (asteriscos amarillos, verdes y violetas) tienen —en promedio- un uso de codones
gue es similar en todos los casos al del moviloma completo (circulo rojo). Si la mayoria de estos
homdélogos se hubieran transferido recientemente entre alguna de las fracciones core (tanto
de los megapldsmidos como de los cromosomas) y el moviloma, los mismos aun deberian
presentar perfiles de uso de codones similares a los de su replicon de origen, y este no es el
caso segln lo observado en la Figura Ill.7. El uso de codones en los genes del core homdlogos
al moviloma dependiendo de su localizacion (rizobio / moviloma), sugiere fuertemente que
esta fraccion génica ha sido adquirida ancestralmente por el rizobio evolucionando al uso de
codones actual de manera similar al del resto de los genes core de cada replicén, y
distanciandose de la evolucidn del uso de codones de sus homdlogos del moviloma (diamantes
vs. asteriscos). Aunque aun no estd claro cdmo fueron los mecanismos que originaron los
megaplasmidos simbidticos primordiales (reduccién por pérdida de genes de replicones de
mayor tamafio, transferencia de genes desde un moviloma ancestral hasta constituir estos
megaplasmidos), los homdlogos core al moviloma situados en los megaplasmidos deben haber
evolucionado en huéspedes diferentes antes de entrar en S. meliloti, tal como se refleja por su
propia frecuencia de uso de codones. Es asi probable que los genes core de los pSymA y
pSymB homodlogos al moviloma hayan sido incorporados a estos replicones antes de la
adquisicion de estos replicones por parte de los rizobios. Ademads, el hecho de que la
diferencia en el uso de codones (distancias en el PCA de la Figura Ill.7) entre los genes del
MPSme y sus homadlogos core en los replicones de S. meliloti muestre incrementarse desde el
pSymA al cromosoma=pSymB (distancia desde el asterisco a los diamantes en amarillo, verde y
azul; respectivamente) es un fuerte indicativo de una relaciéon evolutiva mas reciente del
moviloma con el pSymA, y mucho mas ancestral con los genes core homélogos del pSymB y el

cromosoma.
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Figura IIl.7. Analisis de componentes principales utilizando como variables de entrada la proporciéon de uso de
codones de los genes core de los diferentes replicones de S. meliloti (cromosomas y pSyms) para los que se
encontraron homalogos dentro del moviloma plasmidico criptico. Los replicones y el tipo de fraccién analizada se
indica segun los siguientes codigos de colores y simbolos, respectivamente: Replicones. violeta: cromosoma;

amarillo: pSymA; verde: pSymB; rojo: moviloma; Fracciones. circulos: replicones completos, cuadrados: core
completo para el replicén indicado, diamantes: genes core homdlogos al moviloma, localizados en el replicon
indicado; asteriscos: genes core homaélogos al moviloma, localizados en el moviloma.

Otro aspecto interesante surgid de la diferencia observada entre el uso de codones de los
homdlogos al MPSme en el core de cada replicon (diamantes), y el conjunto completo de
genes del core (cuadrados). Mientras que en el caso de los megaplasmidos esta diferencia fue
pequefia (uso de codones similar), resultd llamativo el claro corrimiento de los homélogos al
moviloma presentes en el core cromosomal (diamantes violetas) respecto de su conjunto core
completo (cuadrado violeta). La posible existencia de un subconjunto de genes homdlogos con
el cromosoma que se desvia notablemente con respecto al promedio de los genes conservados
en todos los cromosomas, nos llevd a pensar que podria existir una relacion de ancestralidad
aun mayor para los homodlogos al MPSme presentes en el core cromosomal. De manera de
indagar sobre cémo la ancestralidad podia vincularse a cambios en el uso de codones en los
distintos subconjuntos de genes presentes en el core cromosomal, se generaron subconjuntos
dentro del core que fueran asimismo homodlogos a cromosomas de especies bacterianas con
diferente relacién taxonémica a S. meliloti (ver Tabla A2 del Anexo). La representacion por PCA
de estos subconjuntos de genes en la Figura I11.8 mostrd que a medida que los subconjuntos de
homalogos al core cromosomal del rizobio incluian genes presentes en cromosomas cada vez
mas alejados filogenéticamente (coincidente con un menor nimero de genes homaélogos en
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los subconjuntos), se obtenia una localizacion de dichos genes en el espacio PC1, PC2
(diamantes naranjas) cada vez mas alejada del conjunto del core total de S. meliloti (cuadrado
violeta). En particular, la localizacion de los diferentes grupos de homdlogos al core
cromosomal de S. meliloti siguid un trayecto hacia valores cada vez mas bajos de los
componentes principales 1 y 2 al crecer la distancia filogenética entre los rizobios y las
bacterias de cuyos cromosomas se infirieron los homodlogos (en el grafico puntos desde el core
ancestral 1 al 7). Esta observacién fue indicativa por un lado de que existe una composicion
preferencial en el uso de codones hacia donde progresan los genes mds ancestrales en un
cromosoma, y que este efecto de ancestralidad puede detectarse en un analisis de este tipo.
Los resultados de la Figura 111.8 muestran por otra parte que: a) que el trayecto seguido por el
uso de codones incluyd el punto correspondiente a los genes cromosomales core de S. meliloti
homadlogos del moviloma, y b) que es probable (por la posicion respecto de los puntos de la
curva) que los genes homélogos con los plasmidos cripticos que estan alojados en el core
cromosomal presenten un uso de codones de mayor ancestralidad que el resto del conjunto
de los genes del core. Tales observaciones tomadas en conjunto sugieren muy fuertemente
que la fraccién de genes del core cromosomal que son homdlogos con genes del moviloma
corresponden posiblemente a genes que fueron adquiridos/compartido con un moviloma
ancestral en los estadios primordiales de la constitucidon del cromosoma como replicén.
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Figura 111.8. Analisis de componentes principales utilizando como variables de entrada la proporcion de uso de
codones de los genes core del cromosoma de S. meliloti que son homdlogos con genes cromosomales de
bacterias que presentan con distinto grado de vinculo filogenético con el rizobio. Los replicones y el tipo de
fraccion analizada se indica segun los siguientes cddigos de colores y simbolos, respectivamente: Replicones.
violeta: cromosoma; amarillo: pSymA; verde: pSymB; naranja: homdlogos presentes en el core cromosomal a
conjuntos de cromosomas de distintas bacterias (Ancel-Ance7). Fracciones. cuadrados: core completo para el
replicén indicado, diamantes: genes core homdlogos a cromosomas particulares (1 a 7) o al moviloma de plasmidos
cripticos de S. meliloti.
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El andlisis de las funciones presentes en este subconjunto de genes, parte del core
cromosomal y homdlogos al moviloma, (diamantes violetas “orto core-crom al moviloma, en
crom” en la Figura 111.9, Tabla A4 del Anexo) nos indica que la mayoria de ellos corresponden a
genes del metabolismo celular (45%, M), seguido por genes de funciones aun desconocidas
(21%, H), transporte (21%, T), reguladores transcripcionales (9%, R) y algunas pocas funciones
de metabolismo del ADN (3%, A) y de origen fagico (1%, F).

A; 2 X; 1

Figura 1Il.9: Categorias funcionales presentes en el
conjunto de genes ancestrales (ver texto) presentes en el
core cromosomal de S. meliloti y ortélogos al MPSme. H:
funciones de funciéon desconocida, M: metabolismo, R:
regulacion, T: transporte, A: metabolismo del ADN, X:
proteinas asociadas a fagos.

Estas funciones del core cromosomal debieron haber sido transferidas desde plasmidos
ancestrales (moviloma primitivo) al cromosoma de un proto rizobio, para luego ajustar su uso
de codones al observado hoy para esta fraccidn génica distinguible del resto de los genes core
y de los demas genes cromosomales. Es posible que la incorporacion de nuevas secuencias al
moviloma plasmidico criptico con el secuenciamiento y analisis de nuevas cepas, de lugar a la
identificacion de nuevos miembros de este conjunto temprano de genes cromosomales. El
conjunto de genes identificados representa hasta el momento sélo el 2% de la fraccién core
del cromosoma.

Para explorar cuantos de estos genes son asimismo parte de otros cromosomas de bacterias
relacionadas, se buscaron ortdlogos de este grupo en los cromosomas core de Agrobacterium
y Agromonas (“Ance 2” en Figura 1.8, Tabla A3 del Anexo). Estas funciones debieron ser de
origen comun a los plasmidos cripticos y el cromosoma ancestral a estas tres especies. El
andlisis precedente mostré que 26% de los genes del core cromosomal de S. meliloti con
homalogos en el moviloma tiene también ortélogos en las fracciones core cromosomales de
Agrobacterium/Agromonas, y que dicho conjunto estd asociado a funciones metabdlicas
relacionadas con la biosintesis de fenilalanina, glutamina, lipopolisacdridos, tioredoxina,
biotina y chaperonas, enzimas de degradacion de xenobiéticos y del metabolismo del carbono,
asi como proteinas de transporte de azlcares, aminodcidos y poliaminas. Finalmente, y con el
propdsito de caracterizar un subconjunto de genes aun mas ancestral, analizamos los
ortélogos al MPSme de un conjunto mas amplio de cromosomas de bacterias de la familia
Rhizobiaceae (conjunto “Ance 7” en la Figura II.8, Tabla A3 del Anexo). El analisis arrojé un
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total de 9 genes que se listan en la Tabla Ill.1. Los mismos son comunes a las distintas especies
de la familia, estan presente en el moviloma criptico y en la fracciéon core del cromosoma de S.
meliloti, y presentan un comportamiento de uso de codones propio de genes adquiridos
tempranamente en la filogenia de la famila.

Tabla lll.1. Genes ortdlogos entre el MPSme y diferentes cromosomas de Rhizobiaceae.

denominacion del prediccion bioinformatica de la funcion categ Homélogo en plasmido criptico (1) Homdlogo
OFR oria en
plasmido
simbiético
(1)
S. meliloti K01946 biotin carboxylase M PRM41A (Sme), pSINMEOL (Sme) No
mobilome final 147
S. meliloti K09972 general L-amino acid transport system ATP- T pRetNIM1c (R.etli), pRtrCIAT899b (R.tro) No
mobilome final 395 binding protein
S. meliloti K01627 2-dehydro-3-deoxyphosphooctonate M No No
mobilome final 696 aldolase (KDO 8-P synthase)
S. meliloti K01915 glutamine synthetase M pHRCO17 (Sme), pSINMEO1 (Sme) No
mobilome final
1258
S. meliloti acetylglutamate kinase (EC:2.7.2.8) M pSmeSM11a (Sme) No
mobilome final
1296
S. meliloti K00979 3-deoxy-manno-octulosonate M No No
mobilome final cytidylyltransferase (CMP-KDO synthetase)
1360
S. meliloti K00384 thioredoxin reductase (NADPH) M PNGR234b (Sfre), pSYMA (Sme) core-
mobilome final pSymA
1366 (Sme)
S. meliloti hypothetical protein H pHRB80O (Sme), pRmeGR4b (Sme), core-
mobilome final pHRCO17 (Sme), pNGR234b (Sfre) pSymA
1420 (Sme)
S. meliloti Probable cold shock protein y4cH M pHRB80OO (Sme), pPRmeGR4b (Sme), core-
mobilome final PHRCO17 (Sme) pPSymA
1528 (Sme)

(1) Empleando tBLASTn se explord la presencia de potenciales homdélogos en otros plasmidos de S. meliloti. Se
evalud asimismo su presencia en el pSymA de todas las cepas y en el core del pSymA. Se indica la pertenencia del
plasmido criptico como: Sme (S. meliloti), R.tro (Rhizobium tropici), R.etli (Rhizobium etli), Sfre (Sinorhizobium fredii).

Los genes de la primera columna de la Tabla IlIl.1 pertenecientes al MPSme presentaron en la
mayoria de los casos genes homdlogos en alguno de los plasmidos cripticos ya secuenciados de
S. meliloti. Tal observacién muestra para este conjunto génico la existencia frecuente de
redundancia gendmica. Algunos de estos genes mostraron asimismo homaélogos en el core del
pSymaA, lo cual pone en evidencia la redundancia de los mismos también en el megaplasmido
simbidtico. La evidencia de algunos de estos genes presentes en plasmidos de otras especies
relacionadas muestra la existencia de genes metabdlicos ancestrales que, estando presente en
el plasmidoma criptico de S. meliloti y en el core cromosomal de Rhizobiaceae, son ademas
parte de un moviloma plasmidico mas amplio que circula —como era esperable- por varios
miembros de la familia. Por el andlisis antes expuesto de la frecuencia de uso de codones,
estos genes no son copias recientes en los plasmidos cripticos de las versiones cromosomales,
sino por el contrario son sus homélogos que mantuvieron un camino evolutivo independiente
en los plasmidos cripticos. Es interesante preguntarse entonces qué dindmicas evolutivas
mantienen a estos genes presentes en un compartimiento por demas “plastico”, si asumimos
que los plasmidos cripticos codifican informacién que no es esencial para su hospedador, y que
estos genes son prescindibles para la supervivencia del mismo pldsmido criptico. Es
interesante preguntarse si los genes metabdlicos ancestrales presentes actualmente en los
pldsmidos cripticos complementan procesos metabdlicos ya presentes en la célula mediante la
adicion de copias del gen, o bien si los plasmidos cripticos son reminiscencias de y suministros
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actuales de genes en la construccién de los distintos replicones. ¢Cémo logran estos genes
metabdlicos mantenerse intactos en replicones plasticos, no esenciales, evadiendo su delecion
por mecanismos de recombinacidn, insercién o por acumulacién de mutaciones puntuales que
lleven a la pérdida de su funcién a lo largo de la evolucidn si no contribuyen con un rol esencial
en algun contexto fisiolégico?

Homologos al MPSme presentes en la fraccidn singletones

El analisis de los genes homdlogos al MPSme que estan presentes en la fraccidn singletones del
pSymA, pSymB y del cromosoma arrojo resultados que contrastaron de modo marcado con los
obtenidos al evaluar los genes homoélogos de las fracciones core de los mismos replicones
(seccién anterior). Al tratarse de genes singletones, los mismos pueden ser considerados como
el producto ya sea de genes adquiridos recientemente, o bien como la resultante de la pérdida
de genes particulares en un clon ancestral que dio luego origen a 6 de las 7 cepas analizadas de
S. meliloti. El analisis que realizamos a continuacidn apoya la primera de las posibilidades
anteriores.

La posibilidad de contar con ambas versiones de los genes homdlogos, esto es los localizados
por un lado en el MPSme (en los plasmidos cripticos), y por el otro en cada replicon; nos
permitid comparar el uso de codones en uno y otro compartimento gendmico. Segun
esperariamos si se tratase de una transferencia reciente de los singletones desde el MPSme a
cada uno de los replicones del rizobio, el uso de codones de ambas versiones de homdlogos se
muestra en efecto similar segin puede apreciarse en el PCA de la Figura IIl.9 (pequefia
distancia entre asteriscos y tridngulos de cada color), a diferencia de lo que describimos
previamente para los homélogos del core al MPSme (Figura IIl.7, distancia entre diamantes y
asteriscos de cada color). Ademas, el hecho de que el uso de codones (de los diferentes pares
de homalogos en general) se encuentre cercano al del conjunto de los genes del MPSme indica
que la transferencia tuvo que haberse dado desde los plasmidos cripticos hacia el pSymaA,
pSymB y cromosoma, respectivamente; y no a la inversa. Si los singletones se hubiesen
transferido recientemente en sentido opuesto, hacia los pldsmidos cripticos; el uso de codones
de ambas versiones de los genes hubiese sido similar (y no lo es) al promedio de los genes del
replicon de origen (pSymA, pSymB o cromosoma) (tridngulos y asteriscos hubiesen estado
cerca de los circulos). Los resultados de la Figura 111.10 apoyan la hipdtesis de una adquisicion
reciente de singletones desde el MPSme hacia los rizobios, donde ademas la mayoria de los
genes recibidos (singletones) alin no han modificado sustancialmente su uso de codones hacia
el de su nueva posicidon genédmica, preservando aun un uso de codones similar al del MPSme
gue se consolida como la posible fuente de dichos marcadores. De todos modos, y mas alla de
estas consideraciones, nétese que la posicion de los triangulos desplazados hacia el uso de
codones de sus propios replicones completos (circulos) es posiblemente indicativo del
comienzo de una incipiente adaptacién de los nuevos singletones al uso de codones de sus
nuevos replicones (efecto que no se observa para el caso de los singletones homélogos al
MPSme presentes en el pSymB). El analisis precedente apoya con fortaleza la hipdtesis que
muestra a los singletones homdlogos al MPSme como productos de la transferencia mas
reciente de genes desde los plasmidos cripticos a los diferentes replicones en S. meliloti, con
signos leves de adaptacién a un nuevo uso de codones.
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Figura 111.10. Analisis de componentes principales utilizando como variables de entrada la proporcion de uso de
codones de los genes singletones de los diferentes replicones de S. meliloti (cromosomas y pSyms) para los que se
encontraron homoalogos dentro del moviloma plasmidico criptico. Los replicones y el tipo de fraccion analizada se
indica segun los siguientes codigos de colores y simbolos, respectivamente: Replicones. violeta: cromosoma;

amarillo: pSymA; verde: pSymB; rojo: moviloma; Fracciones. circulos: replicones completos, triangulos: genes

singletones homologos al moviloma, localizados en el replicon indicado; asteriscos: genes singletones homalogos al
moviloma, localizados en el moviloma.

Al observar las funciones codificadas por los singletones del cromosoma que son homélogos a
genes del MPSme, observamos que la mayor proporcidn de ellos esta relacionada a distintos
mecanismos de movilidad de genes (tales como transposasas, recombinasas, metilasas,
proteinas relacionadas a fagos) y a genes de funcion desconocida (proteinas hipotéticas con
homdlogos secuenciados)(Figura 111.11.A3). Tal perfil funcional contrasta con la dominancia de
genes que codifican para funciones metabdlicas, de transporte y regulatorias en los genes core
cromosomales homadlogos al MPSme (Figura II1.9 y Figura 111.11.A1) segin mostramos en la
seccion anterior. De hecho, la dominancia de genes metabdlicos en las fracciones core con
homodlogos en el MPSme parece ser una caracteristica general, independientemente del
replicon que se considere (Figura 111.11.A1, B1, y C1). Ademads, el mismo cambio composicional
mencionado en el cromosoma puede apreciarse entre los homdlogos al MPSme en las
fracciones core y singletone del pSymB (Figuras 11.11.B1 y 11l.11.B3) Contrastando con la
similitud entre los singletones del cromosoma y los del pSymB, los singletones del pSymA
homélogos al MPSme (Figura 111.11.C3) mostraron una proporcion mucho mas alta de genes
asociados a funciones metabdlicas. Es interesante que una marcada proporcion de genes
metabdlicos en el pSymA es también propia de la fraccion de genes homdlogos al MPSme
distrubuida de manera variable (fraccidon VD)(Figura 111.11.C2). La fraccién VD corresponde a
aquella representada por genes compartidos entre al menos 2, y en nuestro caso nunca por
mas de 6 cepas.
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Figura Ill.11. Prediccion informatica de las funciones asociadas a los homélogos al MPSme presentes en la

T, 4

fraccion core (columna 1), en la distribuida de manera variable (VD)(columna 2) y en la fraccion singletones
(columna 3). Dichos datos se presentan para los replicones cromosomales (fila A), para el pSymB (fila B) y para el
pSymA (fila C). Se indica el nimero de genes homdlogos al MPSme pertenecientes a cada grupo funcional. La
prediccion de funciones se realizé sobre los grupos de homodlogos obtenidos con EDGAR [268] y realizando una
clasificacién manual en grupos funcionales (ver seccidn 11.18). Las letras dentro de las gréficas corresponden a las
siguientes categorias. M: metabolismo; H: funcién desconocida; X: funciones de fagos, transposasas, secuencias de
insercién; T: transporte; R: regulacion; A: modificacién del ADN.

Al extender el mismo analisis sobre la totalidad de los genes singletones en los 3 replicones
(los que presentan homdlogos al MPSme y los que no, Figura 111.12) se observa una diferencia
similar en la composicion funcional entre el pSymA por un lado y el pSymB y cromosoma por
otro: mientras que el pSymA muestra una mayor proporcion de genes metabdlicos (M), de
transporte (T) y regulacion (R), los pSymB y cromosomas muestran una mayor proporcion de
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proteinas hipotéticas (H) y genes moviles y de fagos (X). Esto nos lleva a preguntarnos por qué
el pSymA sigue incorporando genes que codifican una mayor diversidad de funciones
metabdlicas, mientras que el pSymB y cromosoma parecen estar mas sesgados a la
incorporacion de genes desconocidos o relacionados a elementos moviles.

A) Singletones-pSymA B) Singltones-pSymB C) Singletones-crom
X; 36 . . . . M;
A; 24 T;ZM’ X; A4l R; 9 T2
A; 35
T; 32
R; 32

Figura 11.12. Prediccién informatica de las funciones asociadas a los homélogos al MPSme presentes en la
fraccion singletones completa. Dichos datos se presentan para los replicones pSymAs (A), para los pSymBs (B) y
cromosomales (C). Se indica el nimero de genes homdlogos al MPSme pertenecientes a cada grupo funcional. La
prediccion de funciones se realizd sobre los grupos de homdlogos obtenidos con EDGAR [268] y realizando una
clasificacién manual en grupos funcionales (ver seccidn 11.18). Las letras dentro de las gréficas corresponden a las
siguientes categorias. M: metabolismo; H: funcién desconocida; X: funciones de fagos, transposasas, secuencias de
insercion; T: transporte; R: regulacion; A: modificacién del ADN.

Hasta aqui el conjunto de evidencias obtenidas indica por un lado que varios genes
tempranamente compartidos entre los replicones de S. meliloti y los plasmidos cripticos
persistieron a lo largo del proceso evolutivo, y son hoy identificables como homdlogos del
moviloma en las fracciones core de los diferentes replicones. Varios de dichos genes estan
relacionados a funciones metabdlicas. Por otra parte, los genes de adquisicidn mas reciente
que corresponden a homélogos al MPSme de la fraccién singletones de los cromosomas vy
pSymB codifican principalmente para transposasas, intrones, y una proporcion destacada de
genes aun de funcién aun desconocida, mientras que los recientemente adquiridos por el
pSymA muestran una diversidad funcional similar a la que se observa en los homdlogos al
MPSme en su fraccién core.

Es posible que sélo el pSymA muestre una plasticidad tal que permita la adquisicién de una
mayor diversidad de funciones génicas por no alterar la viabilidad de la bacteria (una menor
presion de seleccién debido a un rol mas secundario en vida libre), o bien que exista una
mayor probabilidad intrinseca por parte del mismo de incorporar secuencias provenientes de
pladsmidos (mayor densidad de secuencias recombinogénicas). Serd interesante explorar si esta
misma observacidn se da entre los plasmidos simbidticos de otras bacterias noduladoras y sus
respectivos plasmidos cripticos.

La fraccidn de genes singletones que han ingresado en un replicon (mediante integracién de
elementos, de plasmidos o de fagos) transitard por un proceso de seleccién luego del cual
guedardan incorporados al repertorio mas estable sélo aquellos genes que contribuyan a la
adaptacion (fitness) de la especie a un determinado nicho. Tal hipétesis se ve reforzada a partir
del analisis del conjunto completo de genes en la fraccién singletone (del que los homdlogos al
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MPSme que hemos analizado representan sélo una pequeia fraccidn), donde encontramos
una distribucidon predominante de funciones relacionadas a fagos, transposasas y genes de
funcién desconocida como parte de la fraccion singletones (Figura I11.12). Sera interesante
analizar en qué grado los plasmidos cripticos o los bacteriofagos colaboran en la adquisicidon de
los genes por la fraccion singletone en cada replicon de S. meliloti. En relacién a ellos, el
moviloma que hemos analizado en este trabajo, que consiste en aproximadamente 1,46 Mb de
secuencia no redundante y ha mostrado portar homdlogos de 6,5%, 6,2%, y 3,6% de los genes
singletones presentes en los cromosomas, pSymB, y pSymA de S. meliloti. Debe tenerse en
cuenta que por un lado el tamafio del moviloma plasmidico criptico accesible a la especie
incluye secuencias que desconocemos y a las que no hemos accedido por limitaciones de
muestreo (geograficas y de volumen de aislamientos analizados). Posiblemente sea esta la
razéon que impone la mayor limitacidn a trazar en el moviloma plasmidico el origen de la gran
mayoria de los singletones. La mejora en la cobertura del MPSme modificara sin dudas la
proporcién de singletones en condiciones de ser analizados como posibles provenientes del
plasmidoma criptico accesible a la especie. Por otro lado, debe tenerse en cuenta que muchos
genes que son hoy parte de las fracciones singletones en los distintos replicones), pueden no
ser ya parte del moviloma criptico circulante, circunstancia que los dejara como genes
huérfanos de homdlogos de sus ancestros plasmidicos. De todos modos, este argumento
parece adquirir mayor peso para genes huérfanos de las fracciones core que han sido
adquiridos en tiempos ancestrales desde movilomas cripticos con configuraciones
seguramente muy diferentes.

Mas alla de todas las consideraciones precedentes para rastrear el origen de los singletones, la
mayor densidad de genes singletones observada para el pSymA respecto de los otros
replicones (Figura 111.3), el tipo de funciones asociadas a ellos (Figura 111.12) y su uso de
codones préximo al observado para el MPSme son todas evidencias que indican que el pSymA
coevoluciona con los plasmidos cripticos de manera mucho mas intima que los otros dos
replicones de S. meliloti. Desde el punto de vista funcional es interesante asimismo mencionar
que para el caso particular del pSymA, los genes que aparecen como adquiridos mas
recientemente desde los plasmidos cripticos (los singletones homadlogos al MPSme, Figura IIl.3
C3) muestran un perfil funcional parecido al de las fracciones core ortélogas al MPSme
presentes en los distintos replicones (Figura 111.3 A1, B1, C1). En este contexto es interesante
explorar qué caracteristicas en la dindamica de transferencia de genes o en la importancia en la
vida de la bacteria tiene en particular el pSymA, que le permite un genoma core mas reducido,
y una mayor proporcién de genes variables o Unicos, es decir un caracter mas plastico con
respecto a los otros replicones en S. meliloti.
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I11.3. Analisis de genes ortélogos por EDGAR

Estimacion cuantitativa de ortélogos al comparar diferentes plasmidos y cromosomas
bacterianos contra el MPSme

Con el propdsito de investigar relaciones de ancestralidad entre los genes presentes en el
MPSme y diferentes replicones de especies bacterianas de la familia Rhizobiaceae y de otras
bacterias relacionadas, utilizando el software EDGAR [268], realizamos una busqueda de
ortdlogos segln se muestra en la Figura 1ll.13. El tamafio de cada grupo compartido de
ortdlogos al MPSme fue expresado como el nimero de ortélogos identificados por cada cien
genes en cada replicon (o metacdntigo artificial) analizado (indice NOCG en las ordenadas del
grafico), como una medida de la densidad de ortélogos. Como era esperable, el NOCG resultd
ser mayor para los diferentes plasmidos (lado derecho del grafico, barras verdes) que para los
diferentes cromosomas (lado izquierdo, barras azules) en consonancia con un vinculo mas
cercano entre el MPSme y los compartimentos plasmidicos de las distintas especies. Ademas,
la busqueda de ortélogos al MPSme con plasmidos de otras especies mostr6 NOCG mayores
para aquellos géneros que pertenecen a la clase Alphaproteobacteria (NOCGs > 10%, y hasta
40%) comparado con Beta- y Gammaproteobacteria (NOCGs < 10%). Notablemente, ambos
pSyms de S. meliloti mostraron valores de NOCG intermedios comparados con los de
cromosomas y plasmidos en las distintas especies (ambos megaplasmidos indicados con barras
amarillas), donde pSymA aparece como el replicon mas cercano al moviloma criptico en
términos de contenido de ortdlogos, en consistencia con las evidencias de las secciones
anterior en que analizamos su contenido de singletones y uso de codones.

A partir del analisis precedente resulté ademas particularmente interesante la alta densidad de
ortélogos compartidos entre los plasmidos de S. meliloti y de especies como Ochrobactrum y
Sinorhizobium fredii, sumado a los pldsmidos de otras especies asociadas con diferentes
plantas. Es posible entonces que el grupo de ortélogos que hemos reconocido sea la
consecuencia visible de un intercambio activo de genes (mas o menos ancestral) entre los
géneros indicados, que podra indagarse si ha sido favorecido por relaciones simpatricas entre
algunas de estas bacterias. No debe descuidarse, de todos modos, que la cercania del MPSme
a algunos de estos géneros y no a otros puede estar alin sesgada por la cantidad de secuencias
disponibles en el GenBank para unos y otros, atento a que la informaciéon de secuencia
disponible para los distintos organismos no es la misma.
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Figura I11.13: Analisis de ortélogos al MPSme por cada cien genes de diferentes plasmidomas y cromosomas realizado mediante el software EDGAR. Los replicones cromosomales y
plasmidicos se grafican en barras azules y verdes, respectivamente. Los megaplasmidos de pSymA y pSymB de S. meliloti se indican en amarillo.
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Para profundizar en la similitud que muestran los genes del MPSme en relaciéon a otros
pldsmidos o cromosomas secuenciados, realizamos una busqueda por tBLASTn contra la base
de datos de GenBank haciendo uso de todos los marcos de lectura abiertos (ORFs) predichos
bioinformaticamente y observamos que una gran cantidad de los mismos codifican proteinas
ya presentes en distintos pldsmidos de aislamientos de S. meliloti, S. medicae, S. fredii,
Agrobacterium, Mesorhizobium, Rhizobium gallicum y especies aisladas de suelo como
Polymorphum gilvum (Figura I11.14). Esto indica que algunos plasmidos en nuestra coleccién
presentan genes ya secuenciados en otros plasmidos de S. meliloti, lo cual indica cierto grado
de redundancia funcional entre aislamientos obtenidos de sitios geograficos distintos. Por otro
lado también es indicativo de que las otras especies presentan movilomas plasmidicos que
presentan algun vinculo de transferencia de genes con mayor o menor grado de ancestralidad,
que serd interesante caracterizar.
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Figura |11.14: Cantidad de ORFs que presentaron como primer alineamiento un plasmido depositado en GenBank
mediante alineamientos por tBLASTn (Expect 10'5), a partir de cada secuencia aminoacidica de ORFs. Se
representan solo aquellos pldasmidos con los que alinearon mas de 10 ORFs. Se indica la especie que contiene a cada
plasmido como: Sme, Sinorhizobium meliloti; Smed, Sinorhizobium medicae; Pol, Polymorphum gilvum; Rhi,
Rhizobium gallicum; Avi, Agrobacterium vitis S4; Sfre, Sinorhizobium fredii; Mes, Mesorhizobium huakuii 7653R; Atu,
Agrobacterium tumefaciens; LPU83, Rhizobium sp. LPU83.

Por otra parte, los ORFs que no mostraron como primer alineamiento algin plasmido, si
mostraron similitud con distintos cromosomas como los de algunas cepas de S. melilotiy otras
especies noduladoras como Mesorhizobium loti, S. fredii, S. medicae, Mesorhizobium
australicum, Ensifer adhaerens y otras bacterias poco estudiadas como Pannonibacter, aislada
de cafa de azucar [281]. Es interesante estudiar estos genes como posibles candidatos de
transferencias génicas entre cromosomas y plasmidos cripticos de S. meliloti y otras especies.

61



Tesis Doctoral José Luis Lépez

Un caso interesante puede ser el los genes con similitud a la isla simbidtica de Mesorhizobium
loti, cuya presencia en los plasmidos puede estar relacionada a una mejora en la interaccion
rizobio-leguminosa.
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Figura [l1.15: Cantidad de ORFs que presentaron como primer alineamiento una secuencia cromosomal
depositada en GenBank mediante alineamientos por tBLASTn (Expect 10'5), a partir de cada secuencia
aminoacidica de ORF. Se representan los 10 cromosomas con mayor numero de ORFs alineados.

l11.4. Analisis de los genes presentes en el MPSme

Distribucion por categorias funcionales

Un andlisis inicial de los ORFs presentes en todos los cdntigos pertenecientes al plasmidoma de
S. meliloti (filtrados segun se indicd en la primera seccion de este capitulo) mostré en primer
lugar, como era esperable, que muchos de ellos incluian genes asociados a funciones
frecuentemente halladas en replicones plasmidicos tales como genes de replicacion,
estabilizacion, movilizacion y transposicion entre otros. Segin ya hemos mencionado,
mediante la plataforma GenDB [265], se identificaron y anotaron 2.174 ORFs en el conjunto de
contigos plasmidicos. Estos ORFs fueron manualmente curados, anotados y clasificados de
acuerdo a su funcién en distintas categorias, tal como se muestra en la Figura 11l.16, ver
Materiales y métodos, seccion 11.18. En la misma, puede observarse que el grupo de funciones
mayoritarias esta representado por proteinas hipotéticas conservadas (H) (31%). En esta
categoria incluimos los ORFs que mostraron al menos un homélogo en otro genoma y que son
anotadas automaticamente ya sea como como "hypothetical protein", "conserved protein”,
"putative membrane protein" o "putative secreted protein". Tal grupo de ORFs no posee
homadlogos asignables bioinformaticamente que presente alguna funcion bioquimica conocida,
por lo que es un grupo de genes de especial importancia a la hora de identificar nuevas
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funciones, ya que puede tratarse de genes de amplia distribucién filogenética sin evidencias
experimentales aun respecto de su funcién. En términos de abundancia siguieron los grupos
funcionales de: metabolismo (21%), elementos genéticos moéviles (19%), el de genes
hipotéticos “ORFans” (10%)(sin homdlogos conservados detectados bioinformaticamente y de
funcién desconocida), el de ORFs asociados a actividades de transporte (6%), ORFs con
productos asociados a regulacion transcripcional, los sistemas de dos componentes e histidina
quianasas (5%), los ORFs de replicacion, particién y segregacién (4%) y finalmente los ORFs de
metabolismo del ADN (4%).

B U (ORFans)

B H (proteinas hipotéticas conservadas)

B M (metabolismo)

B MGE(elementos genéticos moviles)

B T (transporte)

m S (regulacién transcripcional, histidina quinasas, sistemas de dos componentes)
P (replicacion, particién y segregacion)

A (metabolismo del ADN)

4% 4%

5%
6%

Figura I11.16. Composicién funcional de los ORFs predichos en el MPSme. El andlisis de los céntigos del MPSme
analizados con la plataforma GenDB [265] permitié reconocer, curar, y anotar 2.174 ORFs que pudieron ser
clasificados en los grupos funcionales que se muestran en la figura.

Elementos genéticos méviles (MGE)

Esta categoria incluye a todos los ORFs relacionados a la transposicidon (7,7%), conjugacion
(7,8%) y metabolismo de fagos (2,7%). Estos ORFs son en su mayor parte los responsables de
los mecanismos involucrados en la transferencia horizontal de genes (HGT) y se encuentran
tipicamente en plasmidos. Es bien conocido que la habilidad de explotar un nuevo ambiente
por parte de las bacterias para enfrentar nuevas presiones de seleccién y adaptarse a los
diferentes nichos ecoldgicos depende principalmente en la adquisicion de nuevos genes a
través de mecanismos de transferencia horizontal de genes [282-284], por lo que estos
mecanismos de HGT en conjunto con los procesos de transposicion y recombinacion son los
principales mecanismos que operan en la evolucidn procariota [205, 285]).
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Genes relacionados a la conjugacién

Los plasmidos frecuentemente codifican mdodulos de genes asociados a su movilidad por
conjugacion, ya sea de manera autotransmisible, o a través de su movilizacién por la presencia
de funciones de ayuda (“helper”) desde otro plasmido que provee los genes de formacién del
pili conjugativo (Mpf) [286]. En nuestro grupo hemos caracterizado previamente las
propiedades de movilizacidon conjugativa de la coleccidn de aislamientos de S. meliloti cuyo
moviloma hemos secuenciado, habiendo identificado 3 aislamientos autotransmisibles [222].
Adicionalmente, se hallaron 5 aislamientos que podian re-transferir el plasmido criptico
movilizable previamente caracterizado pSmelLPU88b a una tercer cepa receptora, sugiriendo la
presencia de funciones “helper” Mpf en estos aislamientos. En el presente secuenciamiento
del plasmidoma de esta misma coleccion, hemos detectado la presencia de 138 ORFs
asociados al proceso de conjugacidn, los cuales se detallan en la Tabla Ill.2. De acuerdo a la
clasificacion inicialmente propuesta por Ding y colaboradores [287], y luego ampliada [288],
encontramos genes conjugativos de los tipos | y algunos que podrian pertenecer a sistemas del
tipo IV, segln se describe a continuacién. Dentro de mddulos de conjugacién del tipo |,
encontramos 4 regiones completas Dtr y 3 regiones completas Mpf en contigos de diferente
largo. Los sistemas de tipo | completos en nuestros céntigos constaron de los genes traG, traD,
traC, traA, traF, traB y traH, con un arreglo similar al descripto previamente [287] para la
region Dtr. Ademas, dos de los cuatro sistemas completos Dtr de tipo | se hallaron asociados a
los ORFs codificantes para los genes regulatorios traR y traM, mientras que los dos restantes
no presentaron estas regiones asociadas al mismo céntigo (sino que presentaron en su lugar
otros genes no relacionados). El resto de estos ORFs se encontraron en su mayoria
parcialmente unidos o bien aislados en céntigos mas pequefios. Esto se debidé a la falta de
lecturas de mayor largo para completar el ensamblado de contigos mds extensos dentro de las
regiones de conjugacidn, no pudiendo determinar por esto de qué sistema conjugativo forman
parte. En forma adicional se hallaron 3 regiones Mpf completas [287], ensambladas en
contigos. Estas regiones presentaron los ORFs codificantes de los genes trbl, trbH, trbG, trbF,
trbL,trbK, trbJ, trbE, trbD, trbC, trbB, tral y en dos de los casos los genes regulatorios traR y
traM, que ocasionalmente se encuentran asociados a las regiones Mpf. En estos ultimos dos
casos los genes traR y traM se encuentran seguidos del operdn de replicaciéon repABC. Cabe
destacar que en ningln caso se observd una configuracién sinténica diferente a la descripta
por Ding y colaboradores [287] en los cdntigos donde se hallaron ORFs conjugativos
parcialmete unidos en sistemas de tipo I.

En total pudimos identificar 12 ORFs codificantes para posibles relaxasas de Dtr, pero el
numero de los ORFs codificantes de los genes restantes de los distintos sistemas de
conjugacién es variable (Tabla IIl.2), aunque nos permite suponer que, si hubiese como es
frecuente una Unica relaxasa/plasmido, el nimero de Mpfs de tipo | o Il puede estar presente
en hasta 6 plasmidos, debido al numero maximo de ORFs de referencia identificados para cada
uno de ellos. Por otro lado se encontraron genes mobC y mobZ que permiten suponer la
presencia de sistemas de conjugacién del tipo IV. Nuestro grupo ya habia reportado por
primera vez las relaxasas de regiones Dtr tipo IV (compuesto de los genes mobZ, mobCy parA)
y la presencia de las mismas dentro del moviloma que ahora hemos secuenciado [288]. Mas
alld de la pertenencia de las 12 relaxasas a los Dtrs mencionados, las mismas mostraron
diferentes grados de similitud con otras de plasmidos cripticos de las siguientes especies:

64



Tesis Doctoral José Luis Lépez

Agrobacterium tumefaciens, Nitrobacter hamburguensis, Sinorhizobium fredii, Agrobacterium
rhizogenes, Sinorhizobium fredii, Sinorhizobium meliloti y Agrobacterium vitis.

Tabla lll.2: Genes identificados en el MPSme asociados a diferentes funciones de conjugacién plasmidica.

Moédulo Mpf 83 (genes) Modulo Dtr 47 (genes)
trbl 6 traG 9
trbH 5 traD 4
trbG 5 traC 5
trbF 4 traA 12
trbL 5 traF 4
trbK 3 traB 5
trbJ 5 traH 4
trbE 6 traR 2
trbD 4 traM 2
trbC 6
trbB 5 ORFs del sistema tipo IV 8
virB1 1
virB2 2 mobC 4
virB3 2 mobZ 4
virB4 3
virB5 4
virB6 6
virB8 3
tral 3
traR 2
traM 3

Proteinas de replicacion

Los plasmidos de rizobios muestran un alto grado de estabilidad que asegura su propagacién a
las sucesivas generaciones a pesar de estar presentes en un numero bajo de copias por célula.
Tal caracteristica es una propiedad derivada de los mecanismos de replicacién y particién que
frecuentemente se hallan en estos replicones. Los genes de replicaciéon que estan presentes en
los plasmidos cripticos de rizobios son en su mayoria miembros de la familia repABC [244], la
cual es ademas el sistema de replicacion mas freceuentemente observado en la clase
Alphaproteobacteria. Dicha region de replicacion incluye el gen repC (que codifica para una
replicasa, proteina que participa en el inicio de la replicacion) y los genes repA y repB (que
codifican proteinas asociadas a la correcta segregacion plasmidica). En nuestro plasmidoma
hemos hallado 14 ORFs con similitud de secuencia a genes repA, 13 ORFs similares a repB y 14
ORFs similares a repC. Estos ultimos con alta similitud de secuencia a genes repC presentes en
los plasmidos pSmeSM11b de Sinorhizobium meliloti, pSFHH103 de Sinorhizobium fredii,
pAtS4c de Agrobacterium vitis y pRL7 y pRL8 de Rhizobium leguminosarum. De entre los
contigos que presentan estos genes, 9 de ellos contienen los operones repABC completos. La
ausencia de otras proteinas de replicacion en la muestra corrobora que el sistema de
replicacion repABC es el predominante en los plasmidos cripticos de Sinorhizobium meliloti. De
entre los 14 mddulos repABC hallados, 4 de ellos estdn ubicados de forma lindante a los
maddulos conjugativos Mpf.
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Genes metabdlicos presentes en el moviloma de Sme

Al analizar los 260 genes que clasificamos como potencialmente asociados a funciones
metabdlicas observamos, segin mostramos en la Figura 111.17, que la mayor parte de los ORFs
codifican enzimas que no pueden ubicarse en ninguna ruta metabdlica en particular (44%); ya
sea porque se conoce sdlo alguna prediccidon enzimatica general del ORF (tal como podria ser
“hidrolasa”, “fosfatasa”, “alquil-transferasa”), o bien porque la enzima asociada podria
participar en distintas rutas metabdlicas.

W Metabolismo de bases nitrogenadas

W Metabolismo de amino acidos

B Metabolismo acidos grasos

M Glicdlisis - Ruta de pentosas fosfato - Ciclo de Krebs

M Antibidticos y degradacion de compuestos xenobidticos

[ Simbiosis y fijacion de nitrégeno
Metabolismo general, no asignable a una ruta especifica
Metabolismo del peptidoglicano y lipopolisacaridos
Respuesta oxidativa

5% 2%

3% __

17%

3%
44%

{ 20%
2% 4%

Figura |11.17. Distribucién de funciones predichas asociadas a los ORFs vinculados a funciones metabdélicas en el
MPSme.

El siguiente grupo de ORFs metabdlicos en abundancia estd representado por enzimas del
metabolismo central (20%), ya sean de utilizacién de distintas fuentes de carbono, glicélisis,
ruta de las pentosas fosfato, ciclo de Krebs y fosforilacién oxidativa. Este grupo es interesante
en cuanto a la hipotesis de la presencia de genes de utilizacion de azlcares como xilosa,
manosa, o del sistema de transporte de azlcares (fosfotransferasa) como parte de una mejora
en el aprovechamiento de distintas fuentes de carbono y la presencia de reacciones
intermediarias en las rutas del metabolismo central que podrian dar indicios de un posible rol
de los plasmidos cripticos en la modulacién metabdlica celular fina o mejora del rendimiento
(“fitness”) celular en condiciones de vida libre, repuesta a estreses o simbiosis.

El grupo de ORFs del metabolismo de aminoacidos (17%) comprende enzimas involucradas en
la biosintesis y degradacion de distintos aminoacidos vy, si bien no fue posible recrear ninguna
ruta completa a partir de los genes presentes en el moviloma, deberad considerarse la
posibilidad que los mismos mejoren la eficiencia en el metabolismo de alguno de los
aminoacidos, y/o provean conexiones metabdlicas que pueden ser benéficas para la
competencia de las bacterias frente a otras que no posean dichos genes.

Entre los genes llamados de “respuesta oxidativa” (5%) encontramos enzimas como alquil-
hidroperoxido-reductasas, que han sido descriptas como enzimas que, en mutantes de
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catalasa que no mostraban dafo oxidativo durante el crecimiento aerdbico, bioconvierten el
perdxido de hidrégeno [290]. También en relacién al estrés oxidativo otras enzimas halladas
comprenden a la familia de las tioredoxinas y tioredoxinas reductasas responsables de
proteger a la célula de las especies reactivas de oxigeno [291]; y glutation transferasas
responsables de la detoxificacidn de distintos compuestos xenobidticos [292]. Otra familia de
enzimas halladas en el moviloma fueron metionina sulféxido reductasas, reponsables de la
transformacion de residuos de sulféxidos de metionina a residuos de metionina en proteinas
expuestas a dafio oxidativo [293]. Se encontraron ademds genes de proteasas Lon que tienen
relevancia en la degradacion de proteinas desnaturalizadas bajo situaciones de estrés celular
[294].

Entre los “antibidticos y degradacion de compuestos xenobidticos” (4%) ubicamos genes
involucrados en la biosintesis de penicilinas, poliquétido sintetasas y gramidicina. Por otro lado
también hallamos enzimas de resistencia a compuestos lactamicos, bleomicina, microcistina y
virginiamicina. Esto ha puesto en evidencia la presencia de parte de un arsenal adaptativo de
produccién y degradaciéon de compuestos con actividad antimicrobiana que forman parte de la
quimica de la competencia y adaptacion a distintos nichos, y que son comunmente
encontrados en bacterias de suelo, rizosféricas y endéfitas en plantas [295].

Dentro los genes pertenecientes al metabolismo de dacidos grasos, bases nitrogenadas,
petidoglicano y lipopolisacaridos, hallamos unas pocas enzimas involucradas en la biosintesis y
degradacion de los mismos, pero no encontramos rutas metabdlicas completas.

Por ultimo, en el pequefio grupo de genes relacionados al metabolismo del nitrégeno hemos
podido detectar la presencia de los genes bacA, nodQ, y otros relacionados a la produccién de
exopolisacaridos (tales como exoB y otros de sintesis de succinoglicano). Dichos genes tienen
relevancia en el establecimiento del proceso de fijacidn bioldgica de nitrégeno [296] y por ello
son particularmente clasificados, de cara a evaluar un posible rol en la simbiosis fijadora de
nitrégeno. Desconocemos cdmo dichos genes se han integrado al moviloma, y el significado de
su presencia en los plasmidos cripticos.

Funciones de transporte

Dentro de las funciones relacionadas al transporte (6%), encontramos genes codificantes de
proteinas transportadoras de la familia ABC, con especificidad para transporte de distintos
compuestos tales como hierro, cisteina, oligopeptidos, azlicares como maltosa, galactosa,
rafinosa, manitol, alfa-glucésido, celobiosa, quitobiosa, arabinooligosacarido y manosa. En
ninguno de estos casos se encuentran, sin embargo, los 3 ORFs que darian como resultado el
transportador completo. También se encontraron genes de transportadores de metales tales
como czcA (cobalto, zinc y cadmio). Encontramos asimismo algunos ejemplos de proteinas
pertenecientes a los sistemas de secrecion de tipo Il (genes yscR, yscT, yscU, yscN y yscQ)
descriptos en el eflujo de efectores proteicos relacionados a patogénesis. En el caso de los
sistemas de tipo IV relacionados a la conjugacidn, estos fueron descriptos anteriormente (ORFs
del sistema Mpf).
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En este capitulo hemos comenzado a explorar algunas ideas que nos representan a los
pldsmidos cripticos como una fuente de informacién génica pasada y reciente que modificé la
informacién codificada en los otros replicones de los sinorizobios. En esta relacion
informacional, los cromosomas, pSymAs y pSymBs parecen haber intercambiado genes
ancestrales con los plasmidos cripticos para moldear sus estructuras informacionales. En
cuanto a los genes recientes, los resultados nos muestran por un lado que la mayoria de estas
transferencias son desde los plasmidos cripticos hacia los demas replicones y que el tipo de
funciones que persisten en estos ultimos sugieren un vinculo mas estrecho entre los pSymAs y
los plasmidos cripticos, que serd interesante explorar en mayor detalle. Estos andlisis también
nos permitieron saber que existen relaciones de ancestralidad o de transferencia de genes con
pldsmidos de otras especies que también forman parte del microbioma de diferentes plantas.
Para continuar con los posibles alcances que esta transferencia de informacidn génica puede
tener entre diferentes bacterias y S. meliloti, en el siguiente capitulo abordamos la
caracterizacion de la microbiota que cohabita la planta de alfalfa, de manera de acceder a la
diversidad microbiana con la que S. meliloti podria interactuar asi como al compartimiento
plasmidico que dichas especies pudieran contener.
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IV.1. Introduccion

Segln ya hemos observado en nuestro laboratorio [1], y hemos visto en el capitulo
precedente; los plasmidos de S. meliloti son parte de un compartimento genético muy mavil,
con limites de intercambio fuera de la especie que no han sido aun caracterizados. La
disponibilidad de mas de 1,4 Mb de secuencia de ADN de plasmidos cripticos (no-pSym) de S.
meliloti, nos permite abordar ahora la busqueda de genes homdlogos en plasmidos de
bacterias de otros géneros que se asocien a las plantas de alfalfa en simpatria con los propios
rizobios, y explorar asi el grado de ubicuidad de los genes del moviloma. Como puede
observarse en la literatura, las plantas son profusamente colonizadas en su superficie
(fil6sfera, rizdsfera [16, 23]) y también en su interior (endosfera [86]), razén por la cual el
estudio de los microbiomas resulta esencial para la comprensién de las bases fisioldgicas y
evolucidn de los sistemas planta-bacterias. Si bien la composicién de los microbiomas
(géneros/especies microbianas) asociados a diferentes plantas (y sus partes especificas) han
sido particularmente estudiados en los Ultimos afios, es aun incipiente la informacién sobre la
ecologia microbiana sobre/dentro del huésped, sobre sus cambios e interacciones, y sobre
flujo horizontal de informacion como motor de diversidad y evolucion. Como parte de la
adaptacion a diversos nichos presentes en la planta, se ha observado que la composicién de
esta microbiota es muy diversa y que su metabolismo forma parte de las respuestas que el
conjunto planta-microbioma presenta frente a las condiciones ambientales a las que se ve
expuesta. Atento a esta consideracion, es de esperar que el moviloma plasmidico circulante
entre los miembros de este microbioma contenga informacién asociada a respuestas
adaptativas que dichas bacterias utilizan de manera transiente, y que muy probablemente
comparten a partir de sus elementos moéviles. El estudio de los plasmidos a nivel genédmico
permite explorar qué tipo de informacién se encuentra codificada en ellos, qué respuestas
bioldgicas pueden estar ligadas a esta fuente de informacion movil, y finalmente cuales son los
limites de la transferencia de esta informacién entre las especies que una planta y su entorno
alojan (en sus distintos nichos).

En el contexto precedente del rol de los microbiomas en la fisiologia de las plantas, de su
composicion cambiante, y del rol del flujo génico en la evolucidn natural de las comunidades
bacterianas alli alojadas, en el presente capitulo hemos abordado el aislamiento e
identificacidon de bacterias naturalmente asociadas a alfalfa con el propdsito de investigar sus
contenidos plasmidicos, el conjunto de genes presentes y las posibles funciones asociadas, asi
como el grado de vinculo (ortologia) con los genes del moviloma ya caracterizada del rizobio
simbidtico simpatrico, S. meliloti.

IV.2. Primeros ensayos. Semillas de M. sativa esterilizadas en superficie y
germinadas en medio hidropdnico estéril. Evidencias de la presencia de bacterias
protegidas de la esterilizacion

En un primer acercamiento nos propusimos la obtencién de bacterias asociadas a plantas
crecidas en el laboratorio, en tierra proveniente de regiones alfalferas del pais de modo de
acceder a parte de la microbiota que coloniza la planta naturalmente en condiciones de
campo. Sin embargo, durante los ensayos iniciales de control utilizando sélo semillas

71



Tesis Doctoral José Luis Lépez

esterilizadas en superficie (con acido sulfurico o con hipoclorito de sodio, ver Materiales y
métodos, seccion 11.3) y crecidas en medio para plantas con vermiculita y en esterilidad,
observamos que las plantas estaban siempre colonizadas con bacterias, tanto en sus raices
como en la parte aérea. La observacion reiterada en sucesivos ensayos nos llevd a pensar que
la carga bacteriana podria provenir de las propias semillas, de una zona protegida del efecto de
los agentes quimicos enérgicos que utilizamos durante la esterilizacién superficial. En la
seccion siguiente describiré la estrategia utilizada para el aislamiento y caracterizacién de las
bacterias asociadas a las semillas y resistentes a la esterilizacion superficial.

IV.3. Aislamientos provenientes de semillas de alfalfa variedad Super Monarca.
Tipificacion

Para explorar los microorganismos provenientes de las semillas de alfalfa, las mismas fueron
esterilizadas superficialmente del mismo modo que en los primeros ensayos control vy sus
exudados colectados luego de 4 horas de permanencia en medio PBS fueron plaqueados en
distintos medios nutritivos, resultando en la sucesiva obtencidn y coleccién de aislamientos
bacterianos que visualmente presentaron morfologias muy variadas (Figura 1V.1). La repeticion
de los ensayos permitid colectar mdas de 60 aislamientos, encontrandose titulos del orden de
10%10° u.f.c./g de semilla.

La identificacion de los aislamientos por las técnicas de MALDI-TOF (ver Materiales y métodos,
seccion 11.9) y el secuenciamiento parcial del gen de la subunidad 16S ribosomal (ARNr 16S)
nos permitié agruparlos y clasificarlos a nivel de género. En la Tabla IV.1 se muestran los 28
géneros obtenidos a partir de semillas de alfalfa en la variedad Super Monarca (“S”), que fue
utilizada como la variedad de referencia en este trabajo de tesis.

Si bien el gen ARNr 16S resulta ser el marcador mas utilizado para la identificacién en
bacterias, su utilizaciéon requiere su amplificaciéon por PCR y la posterior purificacion vy
secuenciamiento del amplicdn para cada aislamiento obtenido. Aunque este método fue el de
eleccion al momento de identificar los géneros aislados que presentaban diferencias
morfoldgicas claras, no nos resulté adecuado a la hora de realizar multiples ensayos
cuantitativos sobre la totalidad de la diversidad bacteriana cultivable, siendo un método
relativamente lento y costoso para la tipificacién bacteriana en comparacion al MALDI-TOF, el
cual permite un tratamiento rdpido de los aislamientos cultivables por el cual pudimos, una
vez consolidada una biblioteca interna de los aislamientos provenientes de semillas y plantas,
comenzar a explorar si la diversidad observada proveniente de las semillas se mantenia
constante en sucesivas repeticiones de los ensayos.

72



Tesis Doctoral José Luis Lépez

Morfologia
de los
aislamientos
de semilla

Pseudomonas Pantoea

Paenibacillus Rhizobium

¥ eV

N

Streptomyces Exiguobacterium Enhydrobcter Sphigomonas Janibacter

Bacillus Kokuria Arthrobacter Moraxella  Microbacterium

Figura IV.1. Genotipificacion y morfologia de algunos géneros aislados a partir de exudados de semilla
de Medicago sativa, variedad Super Monarca esterilizadas superficialmente.

Con el objetivo de comprender si esta diversidad asociada a las semillas era reproducible en
los distintos ensayos para luego tratar de establecer los limites de esta diversidad dentro de
una misma variedad de semilla, en nuestro laboratorio hemos comenzado a realizar ensayos
tendientes a establecer los limites de la diversidad bacteriana obtenida, la cual muestra una
gran variacion de géneros y de cantidades relativas de aislamientos para los diferentes géneros
en cada ensayo, como se muestra en los 4 ensayos presentados en la Figura 1V.2, donde cada
ensayo independiente presenta diferencias tanto en abundancia como en presencia de los
diferentes géneros identificados. Serd importante avanzar en la cobertura de la diversidad
observada de cara a establecer los limites de estas variaciones y la completa caracterizacidn
del microbioma acompafiante de semilla.
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Figura IV.2: Ensayos cuantitativos de la diversidad bacteriana presente en las semillas de alfalfa,
variedad S. Se indica la cantidad de aislamientos pertenecientes a cada género particular,
identificados por EM-MALDI-TOF en 4 ensayos independientes.

IV.4. Aislamientos provenientes de semillas de otras variedades de alfalfa

Para evaluar si la presencia de bacterias asociadas a semillas y tolerantes a la esterilizacion
superficial era un fenédmeno propio de la variedad S de Medicago sativa, el mismo tipo de
analisis fue extendido a otras variedades de semillas de alfalfa. También en la Tabla IV.1
pueden observarse los géneros bacterianos identificados en las 4 nuevas variedades de alfalfa
ensayadas (D, G, B y F, ver Materiales y métodos seccidn 1.3, tabla A8 del Anexo). Los hallazgos
mostraron géneros previamente identificados en la variedad S, apoyando la hipdtesis de una
comunidad bacteriana conservada entre las distintas variedades de semillas, tal como se
observd para semillas del género Zea [54]. En nuestro caso, los géneros Bacillus, Kokuria y
Arthrobacter se encontraron presentes en la mayoria de las variedades estudiadas. Debera
analizarse la extension de la ubicuidad observada y si dicho fendmeno es producto de una
coevolucién semilla-microbioma donde han existido fendmenos de seleccién.

Por otro lado, hallamos géneros asociados sélo a semillas de otras variedades y ausentes en la
variedad S, tal como es el caso de los géneros Curtobacterium, Planococcus, Frigobacterium,
Roseomonas, Staphylococcus y Terribacillus, Sporosarcina, Sphingobium, Agrococcus, Azorcus,
Brevibacillus y Solibacillus. Esta observacion plantea la posibilidad de que, ademas de la
presencia de géneros conservados/frecuentes a la que ya hemos hecho referencia, existan
dentro de las semillas bacterias menos ubicuas, como via de evaluacién y eventual
incorporacion de nuevos miembros con actividades diferentes a la comunidad del microbioma.
No debe de todos modos descartarse la posibilidad alternativa que las semillas estén mucho
mas colonizadas que lo que se evidencia por las bacterias liberadas en 4 h de ensayo (pueden
contener bacterias que no se liberan), estando como alternativa todas la variedades
colonizadas por una diversidad similar de géneros bacterianos.
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Tabla IV.1. Géneros bacterianos aislados de semillas de seis variedades distintas de alfalfa

(s,D,G,B,F,C).
Géneros Variedades Géneros Variedades
Bacillus S,D,G,B,F Moraxella S
Arthrobacter S,D,G,B,C Sphingomonas S,G
Microbacterium S,G,B Acinetobacter S
Kocuria S,B,C,F,G Pantoea S,G,B
Janibacter S,G Staphylococcus S,D
Paenibacillus S,B,G Planococcus D,G
Brevundimonas S Curtobacterium G
Terracoccus S Roseomonas G
Luteococcus S Frigoribacterium B
Streptomyces S Terribacillus B
Enhydrobacter S Exiguobacterium S, G
Sporosarcina D,G Solibacillus D
Brevibacillus F Rhizobium S
Pseudomonas S Flavobacterium S
Enterococcus S Brevibacterium S
Varioborax S Rhodococcus S
Ralstonia S Corynebacterium S
Micrococcus S Enterobacter S
Agrococcus G Sphingobium G
Azoarcus G

Un recorrido por la bibliografia nos indica que la mayoria de estos géneros ya han sido
reportados en semillas esterilizadas superficialmente de distintas plantas. Bacillus,
Acinetobacter, Streptomyces, Flavobacterium, Corynebacterium, Pseudomonas y Micrococcus
ya habian sido encontrados en semillas y 6vulos de distintas especies de plantas [128].
Representantes del género Rhizobium por su parte, fueron hallados previamente en semillas
de maiz [52, 54, 297]. Asimismo, mientras bacterias de los géneros Pantoea, Pseudomonas y
Staphylococcus fueron aisladas de semillas de variedades del género Zea [54], Brevundimonas
y Enhydrobacter fueron aislados especificamente de semillas de Zea Mays [297]. Cabe senalar
por ultimo que bacterias de los géneros Kokuria y Luteococcus [298]; Arthobacter,
Paenibacillus, y Sphingomonas [299]; asi como Curtobacterium, Frigobacterium,
Microbacterium [52] y Exiguobacterium pudieron ser todas aisladas de semillas de plantas de
arroz. Existe por su parte un reporte en que se informa el aislamiento de Moraxella de semillas
de Abutilon theophrasti [300].

En el caso de Roseomonas, si bien hasta la fecha no ha sido reportada estar presente en
semillas, se la ha aislado recientemente a partir de suelo rizosférico [301] asociado a cultivos
de arroz. En el caso de Janibacter, este género se ha aislado recientemente en suelos de pre y
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pos-cosecha de alfalfa, mostrando ademas propiedades de promocion del crecimiento [302]. El
suelo rizosférico también ha mostrado albergar al género Terribacillus [303].

Es interesante resaltar que tanto los géneros Terribacillus como Planococcus han sido aislados
en suelos salinos o ambientes de fuerte estrés osmotico, caracteristica comun a la semilla
[304-306]. Terracoccus por su parte ha sido aislado en plantas de tomate [307] aunque aln no
se habia reportado su presencia en semillas. Los resultados que hemos mostrado hasta aqui
presentan al menos dos caracteristicas destacadas: a) la presencia en semillas de alfalfa de
bacterias con una marcada diversidad, descriptas en su mayoria previamente en sistemas
diversos, y b) la localizacién en las semillas en un compartimento que las hace muy resistentes
a tratamientos exhaustivos con agentes quimicos deshidratantes u oxidantes. Mostraremos en
la seccion siguiente los andlisis para evaluar la presencia de bacterias dentro de plantas
provenientes de semillas esterilizadas en superficie, y el analisis de los aislamientos
recuperados.

IV.5. Bacterias asociadas a plantulas crecidas de semillas esterilizadas

Una de las preguntas que surge a la obtencion de bacterias asociadas a las semillas es si éstas
se encuentran alli de manera transitoria como parte del desarrollo de su ciclo biolégico en el
suelo o ambiente circundante a las semillas, o bien si ademas las mismas han adquirido la
capacidad de colonizar tempranamente la planta desde la semilla y han perdurado en los
estadios posteriores del desarrollo. Para indagar este aspecto, las semillas esterilizadas
superficialmente fueron germinadas y luego crecidas en condiciones de asepsia en tubos
estériles con vermiculita, y finalmente molidas en mortero con solucion mineral y plaqueadas
en medio nutritivo LB - Glucosa. La aparicidn de colonias que observamos fue prueba evidente
de que (al menos algunas de) las bacterias contenidas en las semillas colonizan tejidos como
tallos, raices y hojas. Usando el procedimiento precedente varios aislamientos fueron
recuperados de plantulas de distintas variedades de alfalfa, los que fueron luego identificados
taxondmicamente y comparados con los aislamientos provenientes de semilla que mostramos
en la Tabla IV.1. En la Tabla IV.2 se presenta la lista de géneros que pudieron ser identificados
en plantas de alfalfa crecidas a partir de semillas de seis variedades diferentes esterilizadas
superficialmente.

Este ensayo mostré que distintos aislamientos provenientes de las semillas tienen la capacidad
de colonizar la plantula en crecimiento, poniendo en evidencia que las semillas constituyen un
reservorio natural de microbios capaces de colonizar y establecerse en los estadios posteriores
del desarrollo de la planta. En la Tabla IV.2 se observa que 4 de los 21 géneros obtenidos en
plantulas de las variedades examinadas no se encontraron en nuestros ensayos colonizando
las semillas de alguna de las distintas variedades. De todos modos, es importante observar
que, atento al modo en que hemos realizado los ensayos (semillas esterilizadas en superficie y
creciendo en ambiente estéril), todos los aislamientos de las plantulas deben necesariamente
provenir de la semilla. Esto significa que los aislamientos de dichos géneros no pudieron ser
obtenidos cultivando los exudados, probablemente debido a: 1) que bacterias de los mismos
no se liberan al medio durante las 4 horas en que son incubadas las semillas, o 2) dado que los
experimentos a partir de los cuales se obtuvieron bacterias desde las semillas fueron
independientes de los que se utilizaron para obtener aislamientos de las plantulas, y que el
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numero de aislamientos obtenidos a partir de las semillas es bajo, es posible que el nimero de
ensayos y la cantidad de aislamientos obtenidos de semillas no haya sido la suficiente para
cubrir toda la diversidad presente en las mismas, es decir, que la cobertura de la diversidad
presente en las semillas haya sido baja. Algunos de estos géneros encontrados sélo en
plantulas y no en semillas fueron previamente aislados a partir de semillas de distintas plantas
como en el caso de Stenotrophomonas [299] y Novosphingobium [308].

Tabla IV.2. Géneros bacterianos correspondientes a los aislamientos recuperados de plantulas de
alfalfa de 6 variedades diferentes (S,D,B,C,G,F) crecidas a partir de semillas esterilizadas
superficialmente segun se indica en Materiales y métodos, seccion 11.4. En la tabla se indica ademas los
casos en bacterias de un mismo género que habian sido ya obtenidas de exudados de semillas
colectados a las 4 h posteriores a la esterilizacion (ver seccidn IV.2 a V.4 en este capitulo).

Géneros aislados de plantulas Variedades Aislados en semillas
Microbacterium S,D,B,C Si
Pantoea S,G,C,D Si
Stenotrophomonas sp S,G,F,C No
Acinetobacter D,G,F Si
Arthrobacter S,C,F,G Si
Paenibacillus S,C,B Si
Kocuria F,C Si
Rhizobium S,C Si
Exiguobacterium S Si
Corynebacterium sp S Si
Flavobacterium sp S Si
Sphingobium S Si
Moraxella S Si
Novosphingobium S No
Pseudomonas S,B Si
Staphylococcus B,C Si
Oerskovia B No
Micrococcus D Si
Brevibacillus C Si
Bacillus S Si
Sphingobacterium B No

En contraste con las observaciones anteriores, aislamientos de 17 de los 21 géneros (81 %)
recuperados de las plantulas si mostraron estar presentes en los exudados de semillas. A su
vez, los aislamientos de estos géneros representan sélo a 17 de los 39 (44%) géneros asociados
a las semillas de las distintas variedades. Este constituye un subconjunto de géneros que
pudieron colonizar la plantula de manera detectable, indicando que posiblemente sélo una
fraccion de la diversidad presente en las semillas sea capaz de colonizar la plantula. La
hipdtesis de una transmision vertical de las bacterias presentes en las semillas esta apoyada
por los trabajos publicados en semillas del género Zea [54], de arroz [52] y de uva [132], y nos
conduce a pensar en un rol bioldgico de larga data (y de coevolucidn con la planta) para estos
microorganismos, en comparacién con aquellos colonizadores que acceden a la planta desde el
medio exterior en distintas etapas de la vida de la misma (colonizacidn horizontal). Muy
posiblemente las bacterias asociadas y protegidas por las semillas han adquirido un
mecanismo de perpetuacién en el hospedador por medio de la colonizacién de los tejidos
reproductivos de la planta para transmitirse a las sucesivas generaciones. La evaluacién de
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esta hipotesis es plausible cultivando la planta en condiciones de asepsia a lo largo de varias
generaciones, y observando cémo es la propagacion de la flora bacteriana en las semillas
neoformadas. En este contexto, la diversidad bacteriana asociada a semillas debe considerarse
como un bioinoculante consorcial natural, cuyas actividades en relacién a la sanidad y al
crecimiento de las plantas debe ser explorado en detalle. En un esquema como el precedente
puede ocurrir: a) que la microbiota asociada a semillas conste de un nucleo de géneros
conservados capaces de colonizar todas las variedades, y de subconjuntos de géneros que se
asocien especificamente con variedades particulares o grupos de ellas (efecto de la interaccidn
especifica variedad-microorganismo), o bien b) que, en el otro extremo, que no exista ningun
sesgo hacia asociaciones de variedades particulares con perfiles especificos de biodiversidad.
Serd necesario el analisis de un nimero mayor de variedades explorando la biodiversidad con
buen grado de penetracion (de semillas y plantas de cada variedad) para evaluar cual de los
escenarios anteriores describen al microbioma de las semillas de M. sativa.

Este trabajo representa el primer estudio de diversidad de la microbiota proveniente de las
semillas en alfalfa. No obstante, ya existia un trabajo sobre la diversidad presente en nddulos,
tallo y hojas de plantas crecidas en condiciones de mesocosmos, por Galardini y colaboradores
[232]. En el mismo, se estudid la diversidad al nivel de familia mediante la técnica de T-RFLP.
En aquella ocasidon se pudieron detectar miembros de las familias Methylobacteriaceae,
Rhizobiaceae y Sphingomonadaceae en tallos y hojas de alfalfa. En nuestros ensayos hemos
detectado algunos géneros presentes en las mismas familias, entre los aislamientos de
plantulas crecidas de semillas estériles. Tal es el caso de los géneros Roseomonas, Rhizobium,
Sphingomonas, Sphingobium y Novosphingobium. Por otra parte, la presencia de Erwinia
herbicola (Pantoea) habia sido reportada por Handelsman y colaboradores en alfalfa [190].

IV.6. Actividades asociadas a la promocion del crecimiento vegetal (PCV). Nuestros
aislamientos

Mas alla de la mayor o menor especificidad en la conformacién de los microbiomas respecto
de la especie o variedad de semilla que se considere (ver seccién anterior), la presencia de
bacterias asociadas a semillas debe haber resultado en la seleccidn de microorganismos que,
de modo directo o indirecto, medien actividades que sean solidarias con la sanidad y el normal
crecimiento de la planta. Atendiendo a esta posibilidad, y a la experiencia de coevolucidon
acumulada en afos, los aislamientos que se propagan verticalmente a través de semillas
constituyen muy buenos candidatos (y posiblemente bioseguros) de cara a la busqueda de
cepas con potencial uso como biofertilizantes promotores del crecimiento vegetal (PCV). El
desarrollo de bioinoculantes como posible reemplazo de los agroquimicos en los cultivos es
una tendencia creciente destinada a sostener la produccion y disminuir el dafio ecoldgico que
los modos de produccién de alimentos generan actualmente sobre el planeta [309]. Los
microorganismos PCV suelen clasificarse en “biofertilizantes”, cuando aumentan Ia
biodisponibilidad de un nutriente en el suelo o bien potencian la capacidad de una planta a
incorporarlo; “fitoestimuladores”, cuando tienen la capacidad de producir cambios en los
reguladores del crecimiento vegetal (tales como acido indol acético, acido giberélico,
citoquinas y etileno) o “biopesticidas/biocontroladores”, cuando tienen la capacidad de inhibir
agentes patégenos mediante la produccion de bacteriocinas, antibidticos, antifungicos,
siderdforos o bioinsecticidas [310]. Muchos microorganismos han sido estudiados y aplicados

78



Tesis Doctoral José Luis Lépez

como bioinoculantes durante décadas (sea por mejorar el crecimiento y/o la nutricién vegetal,
o0 como biocontroladores), incluyendo bacterias y hongos. Aunque resulta en una mirada
limitada, la forma de evaluar la potencialidad de microorganismos como PCV se realiza a través
de pruebas de tamizado (screening) en las que se ensayan -con pruebas simples in vitro-
actividades bioquimicas que frecuentemente estdn relacionadas con la promocién del
crecimiento de plantas y el biocontrol (produccién de hormonas vegetales, produccién de
siderdforos, produccién de enzimas especificas, produccién de compuestos antibacterianos y
compuestos antifungicos, etc.). Dichas actividades pueden realizarse en el laboratorio y son un
primer indicativo de si un aislamiento puede presentar o no capacidades reales como PCV. La
estrategia estda apoyada en la experiencia de que una buena proporcién de los
microorganismos que presentan dichas actividades in vitro muestran asimismo capacidades
PCV en ensayos in vivo con plantas [310, 311]. Frecuentemente, un mismo aislamiento puede
presentar varias actividades in vitro ligadas potencialmente a la PCV, lo cual es ventajoso en el
desarrollo de bioinoculantes. Cabe resaltar, de todos modos, que el hecho que una bacteria
presente actividades in vitro compatibles con la promocidon de crecimiento de plantas no
significa que lo hard in planta de modo que pueda ser catalogado efectivamente como
microorganismo PCV. La actividad efectiva de un microorganismo como PCV en suelo depende
de factores abidticos (edaficos y climaticos) y bidticos (predadores microbianos, efectos
consorciales, compatibilidad con las comunidades microbianas presentes) complejos, que no
se reflejan en las pruebas simples de evaluaciéon de caracteres de PCV. Debe tenerse en
cuenta, por otro lado, que el limitado conocimiento respecto de mecanismos menos
convencionales de promover el crecimiento de plantas (ej. induccién de cambios en la
tolerancia a estreses) condiciona fuertemente el uso de las pruebas de tamizado acotandolo a
la busqueda de actividades bioquimicas vinculadas sdlo a los efectos de promocion mas
conocidos. De todos modos, en este contexto y con las consideraciones anteriores, las pruebas
de tamizado han sido en muchos casos Utiles para a la seleccion de aislamientos de uso
practico como PCV.

Caracterizacion de los aislamientos de nuestra coleccidn recuperados de semillas y plantulas
de M. sativa

Como una primera aproximacion para explorar si los aislamientos naturalmente asociados a las
semillas de alfalfa son capaces de generar alguna mejora en el crecimiento de la planta se
realizaron diferentes ensayos in vitro para evaluar distintas actividades asociadas en muchos
casos, como hemos dicho, con la PCV.

Una de las actividades que exploramos fue la produccidn de componentes con actividad de
sideréforos como responsables de la quelacidn del hierro, nutriente escaso en suelos neutros o
basicos debido a la baja solubilidad de la forma oxidada (Fe*®) de ese elemento. La planta
genera en la rizésfera un ambiente acido que favorece la solubilizacion del hierro y la
capacidad de producir los sideréforos puede darles ventajas a los microorganismos durante la
colonizacion de la rizdsfera [312]. Ademds, la quelacién del hierro por parte de
microorganismos benéficos puede evitar que ciertas bacterias y hongos patdgenos colonicen la
rizosfera [313]. Entre nuestros aislamientos, mas de la mitad (55%) mostré un fenotipo
productor de siderdforos (ver Tabla IV.3 columna 4). Los géneros con esta capacidad que
pudimos identificar estan listados en la Tabla IV.4. Varios de los géneros que hemos
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encontrado ya han sido estudiados en la produccién de sideréforos, determinando estructuras
quimicas y mecanismos de accidn para los mismos. Tal es asi en el caso de los géneros
Arthrobacter [314], Bacillus [315], Corynebacterium [316], Pseudomonas [317], Rhizobium
[318], Paenibacillus [319]. También se ha reportado produccion de sideréforos en géneros
como Microbacterium [320], Moraxella [321], Exiguobacterium [322], Pantoea [323],
Janibacter [302], Staphylococcus [324], Kokuria [325], Terribacillus [303], Stenotrophomonas
[326], y Novosphingobium [327]. Para el género Curtobacterium no se ha reportado
produccidn de siderdforos en la bibliografia.

Otro mecanismo muy estudiado en relacidn a las capacidades de PCV es la solubilizacién de
fosfatos insolubles por parte de los microorganismos. Se considera que dicho mecanismo
provee la mayor fuente de fésforo para las plantas (el fosforo es el segundo nutriente limitante
después del nitrégeno), tanto en la naturaleza como en los agroecosistemas. En nuestra
coleccion, 19 % de los aislamientos fue capaz de solubilizar fésfatos como se muestra en la
tabla IV.3, columna 3. Los aislamientos que presentaron mejor capacidad de solubilizacidn de
fosfatos fueron los pertenecientes al género Pantoea (ver tabla 1V.4), frecuentemente citado
en la bibliografia debido a esta capacidad [328]. Es interesante notar que los aislamientos
obtenidos de exudados de semilla fueron mas propensos a producir proteasas y celulasas que
aquellos que se aislaron de plantulas. Lo contrario sucedid en el caso de la solubilizacién de
fosfatos, atento a que los aislamientos con esa actividad estan representados en gran medida
por miembros del género Pantoea que fueron colectados casi en su totalidad a partir de
plantulas y que ademads representaron el 50% del total de los aislamientos con esta capacidad.
Los géneros Pseudomonas, Bacillus, Exiguobacterium, si bien no han mostrado tan buenos
resultados, han producido halos de hidrélisis moderados, y ya han sido descriptos como
solubilizadores de fosfatos [329-331]. Los otros géneros que presentaron dicha capacidad en
nuestra coleccidn (Brevundimonas, Microbacterium y Staphylococcus) no se han reportado en
la literatura hasta la fecha como solubilizadores de fosfatos.

Un tercer fenotipo evaluado en los aislamientos fue la produccién de la hormona vegetal acido
indol acético (AIA). Los cambios fisioldgicos relacionados a la produccion de esta auxina, la mas
importante en la planta, estan relacionados al alargamiento y divisidn celular, diferenciacién y
respuestas a la luz y la gravedad [332]. El crecimiento radicular y el desarrollo de raices
laterales que conduce a una mayor drea superficial, conllevan a una mejor asimilacion de
nutrientes por parte de la planta y por ende a un mayor crecimiento. Su produccién ha sido
tempranamente estudiada en bacterias patdégenas como Pseudomonas savastanoi,
Agrobacterium tumefaciens y Agrobacterium rhizogenes [333, 334], pero también en bacterias
gue establecen interacciones beneficiosas con plantas como Azospirillum sp.[335],
Pseudomonas, Xanthomonas [336], Rhizobium [337] y Bradyrhizobium [338]. Segun el tipo de
interaccion, la produccién de AIA puede resultar tanto en la fitoestimulacién como en la
patogénesis para evadir la respuesta defensiva de la planta [339]. Las bacterias productoras de
AIA pueden variar respecto de la ruta biosintética que utilizan para la producciéon de la
hormona [340]. Las mismas rutas identificadas en bacterias estan presentes en las plantas,
pero su utilizacién es diferente en los dos casos. Cinco de las rutas biosintéticas conocidas
utilizan al triptéfano como su precursor y son llamadas rutas dependientes de triptéfano. Entre
estas, la ruta del indol-3-acetamida (IAM) es mayormente utilizada en bacterias y su presencia
en plantas ha sido sélo recientemente demostrada [341]. La ruta del indol-3-piruvato se cree
que es la mayoritaria en plantas, aunque la completa dilucidacién de las enzimas involucradas
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no ha sido realizada en plantas a la fecha, aunque si en bacterias. Tanto las rutas de la
triptamina asi como la del indol-3-acetonitrilo (IAN) han sido detectadas en bacterias como en
plantas, mientras que la ruta de la oxidasa de cadena lateral del triptéfano (TSO) ha sido
detectada sélo en bacterias al dia de hoy. La produccion de AIA en bacterias esta relacionada a
la presencia de estreses, donde en particular en bacterias asociadas a plantas se cree que la
produccién de AIA esta relacionada a estreses como el nutricional o de potencial matricial
(principalmente en bacterias epifitas), o el de pH (principalmente en bacterias rizosféricas). La
presencia de exudados o extractos de plantas ha mostrado también ser un regulador positivo
en la produccién de AIA como en el caso de Xanthomonas axonopodis [342]. En el caso de
Rhodococcus fascians la produccion de AlA fue estimulada, de manera mas compleja, sélo por
la presencia de extractos de plantas que habian sido infectadas con la propia bacteria [343]. En
el caso de Pantoea agglomerans se ha visto incrementada la produccién de AlIA en contacto
con la superficie de la planta [344] y en otro estudio sobre el efecto de la superficie de plantas
en la produccion de AIA se ha observado una heterogeneidad en la expresion de los genes
biosintéticos asociada a las diferencias en el microambiente presentes en dichas superficies
[345]. En cuanto a las condiciones de laboratorio, el agregado de triptofano (precursor de la
mayor parte de las rutas y presente en los exudados en las plantas) se ha mostrado que puede
inducir la produccion de AlA en distintas bacterias y es utilizado en los ensayos para investigar
la capacidad in vitro de produccién de AIA. Se ha mostrado en Azospirillum que, mientras el
antranilato (precursor del triptéfano) inhibe la produccién de AlA, la presencia de triptéfano la
induce, inhibiendo al mismo tiempo la produccién de antranilato [346]. En los aislamientos de
nuestra coleccién, la produccién de AIA fue detectada en 33 % de ellos sin la adicion de
triptofano, y en 45 % de los aislamientos cuando fue agregado triptéfano al medio de cultivo.
Los aislamientos que pudimos identificar como productores de AIA pertenecen todos a
excepcion de uno, a géneros con miembros en los que se ha reportado esta caracteristica, y
qgue fueron aislados frecuentemente en asociacién con distintas plantas. Tal es el caso de
aislamientos de los géneros Pantoea [347], Rhizobium, Pseudomonas [348], Bacillus [349],
Microbacterium [349], Arthobacter [350], y Kokuria [351]. En el caso del género Terribacillus,
si bien su presencia ha sido detectada como endéfita de Tridax procumbens [304], no ha sido a
la fecha reportado como productor de AlA.

Si bien en la Tabla IV.3 se presentan las incidencias de cada una de las actividades de interés
dentro de la coleccidn de aislamientos, en la Tabla A5 del Anexo se muestra el perfil completo
de actividades para cada uno de los aislamientos, de modo que pueda apreciarse que algunos
de ellos son capaces de expresar varias caracteristicas positivas frecuentemente asociadas a la
PCV, hecho que los posiciona como los candidatos de preferencia a la hora de escoger
candidatos para evaluar efectos in planta.
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Tabla IV.3. Resultados de los ensayos de evaluacion in vitro de caracteres asociados a la PCV en

aislamientos de semillas y plantas de alfalfa.

Proteasas Celulasas Fosfatos Sideroforos AlIA AIA LB ¢/

LB Trp

Aislamientos analizados 115 118 126 110 107 51

totales

Aislamientos positivos 41 54 24 60 35 23

totales

% positivos 36 46 19 55 33 45

Analizados de semillas 75 76 88 69 66 17

Analizados de plantula 40 41 38 41 41 34

% de positivos de semillas 41,3 53,9 11,4 56,5 37,9 35,3

% de positivos de plantulas 25 32 37 51 24 50

Tabla IV.4. Lista de los diferentes géneros bacterianos identificados en semillas y/o plantulas de
alfalfa indicando el tipo de actividad/es asociada/s a cada uno de ellos. El nimero de aislamientos con

la actividad indicada para cada género particular se muestra entre paréntesis.

Proteasas Celulasas Fosfatos Sideroéforos AlA AlA cTrip
Exiguobacterium (1) Microbacterium (4) Exiguobacterium (1) Microbacterium (3) Microbacterium (2) Microbacterium
(4)
Stenotrophomonas (2) Pantoea (3) Pantoea (8) Moraxella (1) Rhizobium (4) Pantoea (3)
Arthrobacter (2) Moraxella (1) Pseudomonas (2) Exiguobacterium (1) Pseudomonas (2) Rhizobium (1)
Janibacter (2) Exiguobacterium (1) Brevundimonas (1) Pseudomonas (1) Pantoea (1) Pseudomonas (2)
Bacillus (3) Corynebacterium (1) Staphylococcus (2) Corynebacterium (1) Arthrobacter (2) Staphylococcus
(2)
Microbacterium (2) Arthrobacter (5) Microbacterium (1) Arthrobacter (6) Kocuria (2) Paenibacillus (1)
Paenibacillus (1) Pseudomonas (2) Bacillus (1) Pantoea (8) Bacillus (1) Kocuria (1)

Novosphingobium (1) Janibacter (2) Brevundimonas (1) Terribacillus (1)
Sporosarcina (1) Bacillus (3) Janibacter (2)
Curtobacterium (1) Kocuria (2) Bacillus (2)
Terribacillus (1) Stenotrophomonas (1) Rhizobium (3)

Kocuria (1)

Micrococcus (1)

Paenibacillus (2)
Staphylococcus (1)
Micrococcus (1)
Roseomonas (1)

Curtobacterium (1)

Staphylococcus (2)
Paenibacillus (2)
Kocuria (2)
Terribacillus (1)

Stenotrophomonas
(1)
Novosphingobium (1)

Curtobacterium (1)

IV.7. Produccion de bacteriocinas en los aislamientos de la coleccidon

Los microorganismos producen una extraordinaria diversidad de mecanismos de defensa

antimicrobianos que incluyen antibidticos, subproductos metabdlicos,

enzimas

liticas,

exotoxinas y bacteriocinas. Es claro que diferentes arsenales antimicrobianos se encuentran
ampliamente distribuidos entre las especies bacterianas, de arqueas y flngicas analizadas a la
fecha, aunque no se sabe exactamente qué rol tienen los mismos en la configuracién del
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establecimiento de las diferentes comunidades microbianas. En el contexto del presente
trabajo de caracterizaciéon del microbioma de M. sativa, exploramos la capacidad de los
aislamientos de generar compuestos antimicrobianos con accidon hacia otras bacterias
presentes en tierra, semillas o plantas de alfalfa.

Entre los mecanismos de antibiosis, el de produccion de bacteriocinas fue el que elegimos
analizar en un primer acercamiento a las interacciones microbianas negativas, de competicion,
en la planta de alfalfa. Las bacteriocinas son proteinas o péptidos con efecto antibacteriano
que tienen la propiedad, a diferencia de los antibidticos por ejemplo, de tener un rango de
accion relativamente estrecho, afectando generalmente a unas pocas especies bacterianas
cercanas taxondmicamente, a menudo sobre especies o cepas cercanas a la misma que las
produce. Tal caracteristica lo hace un sistema de competicion muy atractivo dentro de las
plantas en tanto que pueden eventualmente operar para que bacterias especificas puedan
competir con miembros particulares de la comunidad sin afectar el resto de la composicion del
microbioma. El conocimiento de mecanismos como el anterior es esencial para el disefio de
bioinoculantes que, portadores de actividades benéficas, puedan hacerse un lugar dentro de
nichos especificos de las plantas donde puedan expresar actividades de interés sin ser
excluidos. Al mismo tiempo, la posibilidad creciente de elaborar inoculantes consorciales,
deberd contemplar compatibilidades bioldgicas que tengan en cuenta estos aspectos. Las
distintas familias de bacteriocinas incluyen proteinas que difieren en sus tamafios, blancos
bacterianos, modos de accion y mecanismos de inmunidad. Distintas familias han sido
caracterizadas  particularmente en ciertas especies, encontrandose presentes
preferencialmente en pladasmidos como en el caso de las colicinas estudiadas en E. coli [352], o
bien en cromosomas como en el caso de las piocinas estudiadas en Pseudomonas [353]. Los
géneros Gram-positivos, por su parte, producen diversas familias de bacteriocinas,
encontrandose entre las mas estudiadas aquellas producidas por bacterias lacticas [354]. Una
de las diferencias mds importantes de las bacteriocinas producidas por Gram-positivas es su
mayor rango de accion, actuando sobre diferentes géneros e incluso sobre bacterias Gram-
negativas. Una de las aplicaciones agrondmicas propuestas para las bacteriocinas es su
utilizacion en la defensa de la planta contra cepas de bacterias patdgenas. Se ha sugerido para
este fin el clonado de multiples genes de bacteriocinas en plantas o bien la utilizaciéon de
aislamientos productores de bacteriocinas que sean capaces de ser utilizables a la vez como
biofertilizantes y como antagonistas de bacterias patdgenas de interés [355].

Para comenzar a explorar si existen mecanismos de antibiosis entre los aislamientos enddfitos
de semillas y los inoculantes de S. meliloti utilizados en la actualidad, la produccién de
bacteriocinas fue evaluada sobre un césped de la cepa de referencia S. meliloti 2011,
observando los resultados presentados en la tabla IV.5. Se observa en la misma que la
inhibicién es producida por algunos aislamientos de los géneros Bacillus, Paenibacillus y
Stenotrophomonas. Es importante resaltar que un estudio de actividad bacteriocina en
semillas coinoculadas es necesario para asegurarnos que dichos aislamientos no son
incompatibles con S. meliloti. Cabe destacar que otros aislamientos de los mismos géneros no
mostraron actividad bacteriocina in vitro.
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Tabla IV.5. Aislamientos productores de bacteriocinas in vitro contra un césped de la cepa S. meliloti
2011 y resumen de los aislamientos compatibles como producto de este analisis. Se indica en la
columna 4 el numero de aislamientos que serian compatibles con S. meliloti, debido a no presentar
inhibicion frente a la misma, y sus capacidades PCV entre un total de 56 aislamientos analizados.

Aislamiento | Género Inhibicion | PCV in vitro en aislamientos compatibles

SS7 Bacillus ++ Total analizados 56
S$S20 Panibacillus + Positivos no compatibles 8
SP5 Stenotropomas | + Negativos compatibles 48
SP13 Pseudomnas + Proteasas 17
BS8 Bacillus + Celulasas 20
DS11 Bacillus + Solubilizacién de fésfatos 14
GS4 Bacillus + Sideréforos 33
GS21 Microbacterium | + Acido indol acético 25

Por otra parte, se evaluaron unos 49 aislamientos que no presentaron actividades
bacteriocinas contra S. meliloti, entre los cuales algunos muestran ser buenos candidatos para
ensayar sus propiedades PCV in vivo coinoculando con S. meliloti.

Asimismo se evalué la produccidon de bacteriocinas con los distintos aislamientos de la
colecciéon de cara a conocer si existen incompatibilidades entre los mismos que afecte el
desarrollo de posibles inoculantes consorciales, y a la vez conocer si la produccion de
bacteriocinas en diferentes nichos de la planta puede ser un factor de competencia que impida
a las bacterias susceptibles colonizar el mismo. Estos resultados se presentan en la Tabla A6
del Anexo.

IV.8. Ensayos de inhibicidn de distintos hongos fitopatogenos

Los aislamientos enddfitos de nuestra coleccion fueron evaluados en su capacidad de
inhibicién de algunos hongos fitopatégenos de alfalfa y de otros cultivos. Cuatro hongos
fueron evaluados in vitro contra cerca de 90 aislamientos de nuestra coleccién. En la Tabla IV.6
se presentan las caracteristicas de algunos de los aislamientos con caracteristicas destacadas
respecto de sus capacidades de control bioldgico y de actividades de PCV caracterizadas en la
seccién precedente.

La eleccién de los hongos blanco se realizé teniendo en cuenta ya sea su efecto sobre alfalfa, o
sobre otros cultivos de mucha relevancia agrondmica local o regional. Sclerotinia sclerotium
produce la pudredumbre blanca, que afecta notablemente a la papa en zonas tropicales, pero
también afecta la soja, mani, girasol, canola, alfalfa, chauchas y a hortalizas como lechuga,
tomate, apio, coliflor y repollo [356]. Por su parte, Alternaria alternata se ha reportado como
fitopatogena en mas de 380 especies de plantas; y Fusarium solani es un hongo fitopatégeno
de alfalfa, maiz, banana, batata, café, citricos, soja, [357, 358]. Finalmente, Fusarium
graminearum afecta principalmente a la cebada y al trigo, pero también a otros cultivos como
centeno, triticale, arroz, avena y maiz, ademas de colonizar otras plantas sin necesariamente
producir sintomas [359]. Este hongo también puede producir mortalidad y defectos
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reproductivos en animales que se alimentan con él, incluyendo infecciones en humanos [360].
En nuestra coleccion se hallaron 8 aislamientos que incluyeron los géneros Bacillus,
Paenibacillus, Microbacterium, Pseudomonas, Pantoea y uno aun no identificado (NI), que
mostraron efectos inhibitorios sobre los hongos fitopatdgenos Sclerotinia sclerotium,
Alternaria alternata y Fusarium solani. La mayoria de estos aislamientos presentaron
antagonismo contra los 3 hongos, lo cual es interesante para el control de varios hongos
utilizando un mismo inoculante. Ademas, el hecho que varios de los aislamientos anteriores
pertenezcan a géneros formadores de esporas los hace buenos candidatos para la formulacion
de bioinoculantes mas estables. Ningun aislamiento de los 90 ensayados presentd inhibicion
contra Fusarium graminearum.

Tabla IV.6. Actividades asociadas al control biolégico y a la PCV en aislamientos escogidos de la
coleccién de bacterias aisladas de semilla.

Ais | Género SS AA FS Pro Cel Fos | Sid | AIA | Bac

SS7 | Bacillus + + NE + - - + - ++
SS20 | Paenibacillus + NE + - - - - - +
SP10 | Microbacterium - + + + + + + - =
SP11 | Pseudomonas - ++ - - + + + + -
SP23 | NI + NE + NE NE NE NE | NE -
BS14 | Bacillus + NE + + + - + + -
GS1 | Pantoea - NE + NE NE NE NE NE -
GS38 | Bacillus + NE + NE NE NE NE NE -

SS: Sclerotinia sclerotium, AA: Alternaria alternata, FS: Fusarium solani, Pro: proteasas, Cel: celulasas,
Fos: solubilizacién de fosfatos, Sid: Produccion de sideréforos, AlA: Produccién de acido indol acético,
Bac: Produccidn de bacteriocinas contra S. meliloti, Ais: aislamiento. NE: no ensayado.

IV.9. Andlisis de la diversidad plasmidica presente en la microbiota asociada a semilla

Como parte del desarrollo de esta tesis centrada en el acceso a la informacidon génica
codificada en plasmidos de bacterias asociadas a la planta de alfalfa fue necesaria la obtencién
de aislamientos que pudieran portar plasmidos. En esta busqueda inicial, cuyos resultados
mostramos a lo largo de este capitulo, pudimos observar que la planta de la alfalfa era
colonizada inesperadamente desde la semilla y por esta razén nos fue relevante caracterizar la
diversidad asociada a la semilla y acceder a la fraccidon de la misma que podia colonizar la
plantula durante el primer mes de desarrollo de la planta en condiciones de asepsia. El paso
siguiente fue el de analizar si los aislamientos colectados tanto en semillas como en plantula
presentaban o no evidencias de poseer plasmidos en sus genomas. Dicha caracterizacién la
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llevamos a cabo realizando geles de lisis in situ por geles de Eckhardt [242], mediante los
cuales determinamos que 28 aislamientos entre 130 analizados (21,5 %) mostraron algun perfil
plasmidico por este método. La Tabla IV.7 resume estos aislamientos, sus géneros asociados, la
cantidad de bandas observadas en los geles de lisis y si fueron obtenidos desde exudados de
semillas o de plantulas.

Tabla IV.7. Aislamientos de la coleccion que presentan bandas plasmidicas por geles de lisis in situ.
Referencias: AlS, denominacion del aislamiento; Nro de bandas: cantidad de bandas observadas en
geles de lisis.

AlS Género Nrode nicho AlS Género Nrode nicho
bandas bandas

SP7 Rhizobium 8 plantula  SP13 Pseudomonas 1 plantula
SP17  Rhizobium 6 plantula SP15 Stenotrophomonas 1 plantula
SS8 Pantoea 3 semilla GS2  Curtobacterium 1 semilla
SP9 Rhizobium 4 plantula GS27 Curtobacterium 1 semilla
GP2 Pantoea 3 plantula BS6 Bacillus 1 semilla
SP6 Pantoea 3 plantula DP3  Micrococcus 1 plantula
SP18  Rhizobium 4 plantula  SP20 Novosphingobium 2 plantula
BS7 Bacillus 3 semilla DS2  Sporosarcina 1 semilla
GP1 Pantoea 3 plantula DS8  Planococcus 1 semilla
SP11  Pseudomonas 2 plantula GS6  Bacillus 1 semilla
SP12  Rhizobium 2 plantula GS7  Bacillus 1 semilla
GS9 Curtobacterium 1 semilla GS11 NI 1 semilla
SP21  Pantoea 3 plantula GS20 Roseomonas 1 semilla
SS12  Moraxella 1 semilla SP22  Pantoea 3 plantula

Es interesante destacar que algunos de estos aislamientos mostraron ser del mismo género y
presentar a su vez diferentes perfiles plasmidicos, como es el caso de Rhizobium. Por otro lado,
los perfiles observados para los distintos géneros fueron siempre diferentes y en algunos casos
la dificultad de obtencién de un gel con buena definicién, como en el caso de los aislamientos
de Pantoea, permitid observar algunas bandas en comun pero no pudimos determinar si los
mismos presentaron diferencias en los perfiles. Como resultado, la eleccidn de aislamientos
para la obtencion de las muestras plasmidicas representativas en nuestra coleccion se realizd
eligiendo aquellos aislamientos que pudieron mostrar con claridad diferentes perfiles
plasmidicos. La purificacion y secuenciamiento de dicha muestra sera detallada en el capitulo
V.
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IV.10. Algunos comentarios acerca de los posibles roles biolégicos conocidos para los
géneros obtenidos en las semillas y plantas de alfalfa.

éInteraccion beneficiosa o patogénica con la planta? Rango de hospedadores.
Interacciones bidticas complejas

El andlisis de la bibliografia relacionada a los diferentes géneros bacterianos obtenidos aqui en
plantas y semillas de alfalfa muestra a un conjunto de ellos ya descriptos anteriormente en
plantas, y unos pocos géneros que no habian sido identificados como colonizadores de las
mismas. Asimismo, se han reportado ejemplos de géneros que, ademds de colonizar plantas,
se encuentran distribuidos en otros ambientes lo que puede indicar que distintas especies del
género se han adaptado a distintos nichos ecoldgicos [361], o bien que una misma especie esté
adaptada a la vez a distintos ambientes y aqui s6lo hemos evidenciado su rol dentro de nichos
en la planta. Asi, algunos aislamientos pertenecientes a los géneros aqui reportados ya habian
sido identificados como integrantes de microbiomas de otras plantas, insectos u otros
animales. La busqueda de la mayoria de los géneros bacterianos mostrados en este trabajo
arroja como resultado que los mismos han sido aislados de endosfera, fildsfera, rizésfera o
semillas de diversas plantas, en variadas zonas geograficas y en plantas tanto salvajes como
agricolas. Un ejemplo se muestra en una reciente revision realizada por Bredow vy
colaboradores [362], donde a partir de 7 estudios de diversidad bacteriana en la filésfera de 8
cultivos de relevancia econémica mundial (café, azucar, cafia, habas, maiz, soja, tomate y uva),
mediante el secuenciamiento parcial del gen ARNr 16S, se observa la presencia de los géneros
Pantoea, Stenotrophomonas,  Acinetobacter, Paenibacillus, Kocuria, Rhizobium,
Flavobacterium, Novosphingobium, Pseudomonas, Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus,
Microbacterium, Brevundimonas, Sphingomonas, Curtobacterium, ademas de otros géneros no
identificados en alfalfa en este trabajo de tesis.

Se describen a continuacién las caracteristicas mas relevantes de algunos de los géneros
asociados a semillas y plantas de alfalfa que hemos aislado y comenzado a caracterizar en este
trabajo de tesis.

Pantoea. Distintas especies del género Pantoea han sido aisladas como microorganismos
oportunistas en humanos, como fitopatdgenas y enddfitas en plantas, asociadas a diversos
insectos y también en agua y suelo [363]. Existe un ejemplo de una relacién entre una especie
patogénica del género Pantoea que utiliza un insecto como vector para infectar a una planta
[364]. Es evidente que la capacidad de adaptacidn de las especies incluidas en este género es
muy amplia y es tentador suponer que algunas especies del género transiten tanto plantas
como insectos, pudiendo establecer relaciones simbidticas y/o patogénicas con los distintos
huéspedes. Tal caracteristica las hace especialmente interesantes para analizar en detalle
cudles son los determinantes de compatibilidad/incompatibilidad para el acceso/rechazo a/de
ciertas asociaciones con un fondo genético conservado. Es también necesario evaluar qué
implicancia clinica tienen los aislamientos que pudieran ser aplicables biotecnoldgicamente.

Stenotrophomonas. Las especies de este género también muestran una gran plasticidad
adaptativa, reflejdndose esto en las diferencias gendmicas que existen entre los aislamientos
secuenciados (ver comentario precedente en relacidn a Pantoea). Estas especies han sido
aisladas principalmente asociadas a plantas y presentan excelentes capacidades PCV,
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produccién de enzimas de interés industrial, actividades de biorremediacién, produccion de
diversas biomoléculas de interés y capacidades de biocontrol [365, 366]. Esta especie contiene
multiples ejemplos donde se ha probado actividad antifingica y de patogenicidad contra
nematodos fitopatogénicos, hecho que debe tenerse en cuenta a la hora de entender desde lo
bioldgico y evolutivo la presencia de estas bacterias en plantas. Mas alld de estas
consideraciones, existen diferentes aislamientos clinicos oportunistas multiresistentes de
Stenotrophomonas, y si bien se cree que el principal habitat del género es el suelo y las
plantas, los mecanismos que se sospecha son responsables de su impacto clinico parecen ser
los mismos que dichas bacterias utilizan para asociarse a las plantas [366]; circunstancia por la
que su utilizacion biotecnoldgica debe ser evaluada cuidadosamente.

Paenibacillus. Los miembros de este género se han estudiado durante largo tiempo las
propiedades de PCV en diferentes aislamientos, las de fijacion de nitréogeno, produccion de
metabolitos y enzimas de interés industrial, asi como capacidades antiflngicas y de biocontrol
de insectos por la presencia de las proteinas insecticidas Cry en algunos de sus aislamientos
[367-370]. En nuestra coleccidn, este género ha mostrado producir celulasas, proteasas, AlA y
siderdforos. La capacidad de formacién de endosporas les da a los integrantes de este género
(asi como a los de Bacillus) una ventaja para la produccién de inoculantes estables en el
tiempo. Su presencia se ha reportado asociada a microbiomas de insectos como la termita
[371], lo que sugiere explorar eventuales relaciones entre el microbioma de plantas y el de un
insecto que la digiere. Se ha estudiado la enfermedad producida sobre escarabajos japoneses
por una especie de Paenibacillus que se comercializa como biocontrolador en EUA [372],
mostrando una vez mas la existencia de una bacteria simbionte distribuida en gran variedad de
plantas, que afecta a un insecto que se alimenta de las raices de la misma. La misma especie ha
sido aislada como endéfita de pino e inoculada exitosamente en maiz, donde mostrd
desarrollar capacidades de PCV [373]. El género Paenibacillus también presenta
multiresistencia [374], aunque existe poca bibliografia respecto a su aislamiento en el
ambiente clinico [375]. La necesidad de cuidar también en este género la posible ubicuidad de
mecanismos de patogenicidad, extensibles aun a vertebrados esta ejemplificado en el reciente
aislamiento de Paenibacillus causante de enfermedad en serpientes vectores de
schistosomiasis [376]. El uso eventual de aislamientos como el precedente en estrategias de
biocontrol (como de serpientes y schistosomiasis) resalta nuevamente la necesidad de avanzar
en profundidad en la caracterizacién de los mecanismos moleculares que participan en el
establecimiento de asociaciones mutualistas o patogénicas para un mismo género de
bacterias.

Kokuria. El género Kokuria se utiliza en industria como control de esterilizacion, dado que es
muy resistente a diferentes factores fisicos, encontrandose presente en ambientes extremos
[377] y formando parte incluso de la microbiota resistente a la radiacidn en zonas como
Chernobyl [378]. El género se ha encontrado en el suelo [379], sedimentos marinos [380],
frecuentemente en aislamientos clinicos [381, 382] y en rizésfera de distintas plantas por lo
que se han caracterizado en sus propiedades de PCV [383].

Rhizobium. E| género Rhizobium ha sido especialmente estudiado en relacién a su capacidad
de fijar nitrégeno en asociacidn con leguminosas (ver Introduccion de esta tesis), hallandose
en suelo y plantas, sobre todo asociado a la rizésfera, aunque también como enddfitos en
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plantas adultas y asociadas a las semillas, tal como hemos reportado en este trabajo. Sus
especies [384] han sido empleadas como biofertilizantes en agricultura desde hace mas de 120
afios por su capacidad fijadora de nitrégeno atmosférico, y utilizadas como uno de los modelos
mas estudiados de interaccidn planta-bacteria. Sus capacidades PCV han sido mucho menos
estudiadas, y menos aun la posible significancia de la presencia de estas bacterias dentro de
las semillas.

Flavobacterium. Especies del género Flavobacterium han sido aisladas de suelo [385],
ambientes acuaticos y plantas presentes en ellos [386, 387], rizdsfera y filésfera de diversas
plantas terrestres, mostrando ademads capacidades PCV y de biocontrol [388]. Si bien algunos
aislamientos presentan severa patogenicidad contra distintos peces [389], los genomas de los
aislamientos de plantas terrestres se diferencian de los presentes en los aislamientos
patogénicos por su mayor proporcidn de genes de utilizacidon de xilosa, arabinosa y pectinas; y
por la presencia exclusiva de genes de degradacién de hemicelulosas que sugieren su
adaptacion al nicho terrestre en base a estas modificaciones genémicas [390].

Novosphingobium. Las especies de este género presentan adaptaciones gendmicas a distintos
ambientes [391], habiendo sido aisladas en suelos y plantas, incluyendo aislamientos con
capacidad de degradacion de compuestos aromdticos [392]. También como parte de la
microbiota de Homalodisca vitripennis, insecto plaga que ademds es vector de la especie
fitopatdgena Xylella fastidiosa [393].

Exiguobacterium. En el caso del género Exiguobacterium, el mismo se ha aislado de nédulos
de Fenugreek (Trigonella foenum-graecum) y ha mostrado producir distintas capacidades PCV
in vitro (solubilizaciéon de fésforo, produccién de sideréforos, AIA e inhibicion de distintos
hongos fitopatdgenos), pero sobre todo ha mostrado ser capaz de potenciar el crecimiento de
la planta (largo de tallo y raices) cuando es co-inoculada con S. meliloti [322].

Consideraciones finales.

Mas alla del rol de fitopromotores o fitopatégenos de las bacterias presentes en semillas y de
su relacién con variantes del mismo género asociadas a representantes del reino animal, sera
importante analizar su origen (ancestralidad), eventual funcidn(es), y vinculos con otros
microbiomas debido a que su presencia parece ser un hecho muy ubicuo en distintas especies
vegetales. Serd importante analizar a los distintos miembros del microbioma de las semillas,
las variaciones existentes entre ellos, el significado para la planta, los mecanismos de
transmisidn vertical, y su vinculo con bacterias ambientales del mismo género pero asociadas a
otros organismos que comparten interacciones bidticas con plantas (insectos, vertebrados). El
avance en estas cuestiones a nivel bioldgico, gendmico, y bioquimico, es esperable que
permita identificar aquellos determinantes que han sustentado la transicién de géneros
especificos entre ambientes (muy) diferentes, haciendo de los microbiomas grupos dinamicos
y en permanente evolucidon condicionados por el propio huésped, y por los (micro y macro)
organismos que con él conviven.
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En este capitulo hemos explorado la diversidad bacteriana asociada a las semillas de alfalfa,
tanto aquella presente en su interior (protegidas de agentes externos) como aquella que es
capaz de colonizar la plantula a partir de estas semillas. Estos resultados mostraron que las
semillas son fuentes naturales de futuros colonizadores de la planta y sugiere la idea de que
esta asociacion sea un mecanismo que plantas y bacterias han adquirido de manera de
seleccionar y transmitir una diversa microbiota hacia las sucesivas generaciones. En este
sentido, el estudio de las capacidades de promocidon del crecimiento vegetal y la exploracidon
de las especies capaces de perdurar a lo largo de las generaciones puede revelarnos qué tipo
de beneficios otorgarian a las plantas aquellas bacterias incluidas en dicho vinculo coevolutivo.
Este conocimiento es importante para el disefio de bioinoculantes mas efectivos, porque
permite indagar aquellas caracteristicas que son necesarias para una asociacion mas estable y
duradera, asi como indagar sobre las composiciones consorciales mas estables y beneficiosas
desde el punto de vista del crecimiento de la planta.

Con el objetivo de profundizar el estudio de las capacidades adaptativas que las especies que
conforman el microbioma pueden intercambiar entre si, quisimos explorar aquella informacidn
genética codificada en los plasmidos de manera de saber cdmo los mismos contribuyen con
distintas actividades génicas y de cara a examinar posibles relaciones entre los pldsmidos de S.
meliloti analizados en el Capitulo Il y los presentes en las otras bacterias que cohabitan la
planta de alfafa. En el préoximo capitulo abordaremos el secuenciamiento de una muestra de
los plasmidos previamente mostrados como un conjunto representante de la informacion
plasmidica presente en el microbioma proveniente de la semilla de alfalfa.
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V.1. Acceso a los plasmidos cripticos presentes en el microbioma de semilla de alfalfa

La propuesta central del desarrollo de esta tesis fue la de explorar desde el punto de vista
estructural y funcional el moviloma plasmidico presente en los rizobios simbiontes de alfalfa
como describimos en el Capitulo Ill, y analizar luego el moviloma de las bacterias simpatricas
(asociadas a la misma raiz) con el propdsito de analizar su contenido génico y eventual vinculo
(intercambio) con el moviloma de los rizobios. Con este propdsito, en el capitulo anterior
describimos parte del microbioma que coloniza a la planta de alfalfa, aquel que proviene de la
semilla. Como hemos dicho, parte de este microbioma (algunos géneros/especies) es posible
que esté intimamente ligado a las semillas transmitiéndose verticalmente a través de las
sucesivas generaciones. Ya que es esperable que dichos aislamientos mantengan una relacion
de coevolucidon muy cercana y ancestral con la planta y con los rizobios, decidimos analizar el
moviloma plasmidico en ese microbioma. En un primer paso hacia el estudio del moviloma
plasmidico de estas comunidades, se realizd una caracterizacion de los perfiles plasmidicos por
geles de lisis in situ [242], en los distintos aislamientos colectados que presentamos en el
Capitulo IV precedente. El analisis de 130 aislamientos recuperados de las semillas
pertenecientes a los géneros y especies descriptas en la Tabla IV.7 del capitulo anterior nos
permitid reconocer 28 aislamientos portadores de plasmidos, entre los cuales pudimos
identificar 18 perfiles diferentes (Figura V.1) en aislamientos de 12 géneros diferentes (Tabla
V.1).

SP7 SP9 SP17 MVII1 SS12SP11GS11558 SP13SP20

ii

GS9 GS2MVII-1  DS8 DP3 GS20MVII-1 SP12 SP18 GS27 MVII-15P15

Figura V.1. Perfiles de plasmidos correspondientes a 18 aislamientos recuperados de la coleccién de
bacterias asociadas a semillas y plantas de alfalfa. Se muestra en algunos casos el perfil plasmidico de
la cepa de referencia S. meliloti MVII-1, que presenta bandas correspondientes a plasmidos de los
siguientes tamanos: 1500 kpb, 156 kpb, 135 kpb, 81 kpb y 54 kpb [219].
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Los aislamientos con mayor riqueza en perfiles plasmidicos fueron los pertenecientes al género
Rhizobium con 5 perfiles de plasmidos diferentes y entre 3 a 8 bandas cada uno que
corresponden a replicones de tamaios entre aproximadamente 70 kpb a 1700 kpb. Los
plasmidos visualizados para los aislamientos de Pantoea mostraron poseer perfiles con bandas
conservadas correspondientes a plasmidos de aproximadamente 600, 170 y 80 kpb. Otros
géneros que mostraron perfiles plasmidicos fueron Pseudomonas, Moraxella,
Stenotrophomonas, Micrococcus, Curtobacterium, Roseomonas, Arthrobacter, Planococcus y
Novosphigobium, los cuales presentaron en general entre 1 y 2 bandas plasmidicas. La
busqueda en GenBank nos indica que para el caso de los géneros Curtobacterium vy
Roseomonas no se habian identificado plasmidos hasta la fecha (Noviembre 2015), con poca
informacién también disponible para los géneros Stenotrophomonas, Micrococcus y
Planococcus (ver Tabla V.1).

Tabla V.1. Lista de géneros presentes en semillas de alfalfa en los que hemos encontrado plasmidos,
con la descripcion del nimero de plasmidos que han sido completamente secuenciados y depositados
en el GenBank para esos mismos géneros.

Género N2 de plasmidos Aislados de
completos plantas
actualmente
disponibles

Rhizobium 125 Si

Pantoea 82 Si

Pseudomonas 166 Si

Moraxella 14 No

Stenotrophomonas 6 Si

Micrococcus 9 No

Curtobacterium 0 -

Roseomonas 0 -

Arthrobacter 57 Si

Planococcus 10 No

Novosphigobium 23 No

Segln hemos visto en el capitulo precedente son diversos los géneros asociados a semillas que
colonizan las plantas en crecimiento, multiplicandose luego para dar forma al microbioma de
la misma (semillas, rizésfera, filésfera, y compartimento endofitico), que competirdn y se
sumaran a los que puedan provenir de la microflora colonizante del suelo de implantacion. A la
solo vista de las bacterias encontradas en semilla hemos podido detectar una diversidad
importante de plasmidos contenidos en géneros diversos, dando sustento a la posibilidad real
de un intercambio horizontal de informacién tanto entre ellos como con los rizobios
simbidticos cuyo contenido plasmidico ha sido descripto en detalle en el capitulo Ill de esta
tesis y sus activas propiedades de movilidad en estudios previos de nuestro laboratorio [1].
Con el propésito de buscar evidencias de posibles eventos de transferencia, y si existiesen de
describir las caracteristicas del mismo (entre qué bacterias, limites, relaciones de ortologia), en
las secciones siguientes abordamos el analisis de las secuencias plasmidicas del microbioma de
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semillas. El andlisis del contenido génico plasmidico y su caracterizaciéon funcional seran
ademas abordados con el propdsito de explorar y reconocer nuevos aportes del moviloma a la
dindmica de la comunidad microbiana y a su relacion con la planta, el resto de la biota y el
entorno.

V.2. Purificacidn y secuenciamiento del moviloma plasmidico en bacterias asociadas
a la alfalfa acarreados en la semilla

Como paso inicial en el estudio del moviloma plasmidico que acompafia esta diversidad de
especies bacterianas, se cultivaron los 18 aislamientos que habian mostrado distintos perfiles
plasmidicos y posteriormente se enriquecieron dichos pldsmidos en gradientes de cloruro de
cesio del mismo modo que describimos para la preparacién de los pldsmidos de S. meliloti. Los
aislamientos que pudieron ser exitosamente enriquecidos en los gradientes, pertenecieron a
los géneros detallados en la Tabla V.2.

Tabla V.2. Aislamientos de la coleccién cuyos plasmidos fueron enriquecidos y secuenciados en este estudio.

#de
Género # de bandas nicho Género bandas nicho
SP7 Rhizobium 8 plantula| SP13 Pseudomonas 2 plantula
SP17 Rhizobium 6 plantula| SP15 Stenotrophomonas 1 plantula
SS8 Pantoea 4 semilla GS2 Curtobacterium 2 semilla
SP9 Rhizobium 4 plantula| GS27 Curtobacterium 1 semilla
SP18 Rhizobium 4 plantula| DP3 Micrococcus 3 plantula
SP11  Pseudomonas 2 plantula| SP20  Novosphingobium 3 plantula
SP12 Rhizobium 2 plantula| DS8 Planococcus 1 semilla
GS9  Curtobacterium 2 semilla | GS11 NI 1 semilla
SS12 Moraxella 1 semilla | GS20 Roseomonas 1 semilla

Luego de la purificacién, con las muestras obtenidas se prepard una mezcla con cantidades
equivalentes en masa de cada una. Dicha mezcla fue secuenciada mediante la tecnologia
Illumina mate pair (ver Materiales y métodos, seccion I.11). El ensamblado de las lecturas
generd 2.210 céntigos con un largo medio de 2.072 pb, una moda de 300 pb y una mediana de
449 pb (el contigo mas largo fue de 127.120 pb). Cerca del 90% de los contigos tuvieron
tamafios menores que 4.334 pb. La distribucidon descendiente de tamafios resulté en un N50
de 11.901 pb.

Del andlisis del largo de los céntigos versus la cantidad de lecturas que los formaron, que se
presenta en la Figura V.2.A., se observa que para céntigos diferentes pero de un mismo largo
(misma posicidn en el eje x) el nimero de lecturas fue variable (diversos valores en el gje y).
Ademas, si se analiza la densidad de lecturas (cobertura), esto es el nimero de lecturas
normalizadas al largo de cada contigo (Figura V.2.B), se observa que la misma es variable e

95



Tesis Doctoral José Luis Lépez

independiente del largo de los cdntigos. Dicha observacion refleja que la mezcla secuenciada
consistié de fragmentos de replicones presentes en distintas concentraciones, como era
esperable teniendo en cuenta que: a) las preparaciones de plasmidos que hemos realizado
provienen de mezclas de varias cepas en proporciones que no fueron exactamente
equivalentes, b) las cepas contienen plasmidos de diferente nimero de copias (y tamafios), y
c) las diferentes preparaciones con esas caracteristicas fueron mezcladas en cantidades
equivalentes en masa sin relacién con los moles de cada plasmido presente en cada conjunto
que se incorpord a la mezcla. La mezcla en cantidades equivalentes en masa de cada
preparacion (mezcla de varias cepas) permitié la secuenciacion de una cantidad equivalente de
ADN plasmidico desde cada una de ellas.

(lecturas/kpb)

log10 Numero de lecturas
log10 Densidad de lecturas

log10 Largo de los céntigos log10 Largo de los céntigos

Figura V.2. Numero (parte A) y densidad de lecturas (cobertura)(parte B) de la secuenciacion en relacién al largo
de los contigos. Los nimeros estan expresados como logaritmos en base 10.

El secuenciamiento realizado a partir de la biblioteca “mate-pair”, que aporta informacion
posicional respecto de dos lecturas de secuencias (distancia aproximada a la que se
encuentran dentro del genoma) permitié la unién de muchos de los céntigos en ensambles de
mayor tamafio (ver mas abajo), superando secuencias repetitivas que son frecuentemente la
mayor limitacién en el ensamblado de genomas bacterianos [394]. La biblioteca “mate-pair”
nos permitié obtener una mejora notoria con respecto al secuenciamiento previo de la mezcla
de ADN plasmidico de S. meliloti. Como resultado final se obtuvieron 133 ensambles
(“scaffolds”) mayores a 2,0 kpb y de hasta 335,5 kpb, que incluyeron a 465 de los 2.210
contigos totales obtenidos, es decir 21% de ellos.
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Figura V.3: Nimero de lecturas en funcion del largo de los cdntigos (pb) pertenecientes a 16 ensambles
(“scaffolds”) distintos. Se emplearon simbolos diferentes para ensambles diferentes, y simbolos iguales para los
distintos contigos dentro de un mismo ensamble. Cada ensamble muestra una pendiente caracteristica (cobertura).
Se representan las tendencias lineales con su coeficiente de correlacidn para cada ensamble.

Los ensambles (“scaffolds”) obtenidos nos permitieron analizar en mayor detalle la cobertura
de cada uno de los céntigos que formaban parte de cada uno de ellos por separado, segun se
muestra en la Figura V.3. Las rectas con coeficientes de correlacién cercanos a la unidad
indican que los céntigos generados tuvieron una cobertura homogénea a lo largo de cada
ensamble, lo esperable para céntigos que son parte, efectivamente, de un mismo replicén
dentro de la mezcla secuenciada, mas alla de la representatividad que ese pldsmido tenga
dentro de la misma. La representatividad de cada ensamble en la muestra viene dada por la
pendiente de las rectas (cobertura). A pesar de que la cobertura entre los distintos ensambles
en la muestra varia en mas de 100 veces (Tabla A7 del Anexo), el enriquecimiento de los
plasmidos en la muestra y la cobertura total del secuenciamiento fue suficiente para obtener
ensambles de decenas de kilobases incluso para los plasmidos menos enriquecidos en la
muestra (ej. aun la recta de circulos marrones, con poca pendiente respecto del resto). Las
pendientes relativas de las rectas dependen de los diferentes factores que determinaron la
mayor o menor presencia de un dado replicon plasmidico en la mezcla de secuenciacién, que
han sido mencionados en la seccién precedente

Con el propdsito de verificar el grado en que nuestra preparacién en gradientes de CsCl habia
conseguido enriquecerse en ADN plasmidico respecto de cromosomal y megaplasmidico,
analizamos la cobertura alcanzada por unos y otros segun se muestra en la Figura V.4.
Consistente con el procesamiento de una muestra enriquecida en plasmidos, y de manera
similar a lo ocurrido con el secuenciamiento que presentamos en el Capitulo 3 para los
plasmidos de S. meliloti, la cobertura para los ensambles con alta similitud a secuencias
cromosomales y de megaplasmidos (C y M, en este caso similares por BLASTn a bacterias
depositadas en GenBank, pertenecientes a los distintos géneros aqui identificados por ARNr
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16s o biotipado por MALDI-TOF), mostraron coberturas menores que las de los ensambles con
similitud a diferentes plasmidos (P). Asimismo, varios ensambles con gran similitud a plasmidos
presentaron bajas coberturas, debido a su baja representacion en la muestra final. Esta Ultima
observacion indica que si bien la elevada densidad de lecturas/kpb en relacién a la media del
secuenciamiento es un buen indicador para el reconocimiento de secuencias plasmidicas en la
muestra, varias secuencias plasmidicas no fueron reconocidas con este Unico criterio.
Atendiendo a ello, ademds de la cobertura para identificar secuencias plasmidicas los
ensambles se analizaron por BLASTn contra la base nr de GenBank clasificando fragmentos
como (potencialmente) plasmidicos a aquellos que presentaron similitud con plasmidos ya
reportados y que a su vez no alinearon con secuencias cromosomales. Como producto de este
proceso de filtrado manual, 3,34 Mpb de secuencia no redundante fue obtenido en el total de
los plasmidos cripticos presentes en la microbiota endéfita proveniente de la semilla de alfalfa.
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Figura V.4. Densidad de lecturas (cobertura) alcanzada por diferentes ensamblados (“scaffolds”) asignados a
plasmidos (P,), cromosomas (C,) o megaplasmidos (M,) por busqueda de similitud BLASTn. Se tomaron al azar 6
ensambles plasmidicos, 3 cromosomales y 3 provenientes de megaplasmidos. Las barras de error indican
desviaciones estandar de la media.

V.3. Identificacion de ensambles cerrados en el moviloma plasmidico proveniente de
semilla de alfalfa.

A partir de los ensambles obtenidos pudo establecerse que 15 de ellos correspondian a
pldsmidos cerrados que se presentan en la Tabla V.3 (Materiales y métodos, seccion 11.12). Los
mismos mostraron distintos grados de similitud nucleotidica con replicones plasmidicos ya
secuenciados de distintas especies pero ninguno superd una cobertura de alineamiento mayor
que 55%, lo cual nos muestra que los plasmidos secuenciados son diferentes a los depositados
a la fecha en las bases de datos. Con el objetivo de identificar aquellos aislamientos de nuestra
coleccion que contienen a dichos plasmidos cerrados, se realizaron ensayos de PCR con
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cebadores especificos sobre el conjunto de los aislamientos cuyos plasmidos secuenciamos.
Los aislamientos que alojaron a los diferentes pldsmidos cerrados pudieron ser identificados y
se describen en la columna 7 de la Tabla V.3.

Tabla V.3. Listado y descripcion general (tamafio, huésped, similitud por BLASTn con otros replicones) de los
plasmidos que pudieron ser cerrados [ensambles (“scaffolds”) circulares] luego del secuenciamiento.

PLASMIDO NC | TAMANO 12 SIMILITUD POR BLASTn coB %I GENERO PORTAPOR
(IDENTIFICACION)

pBol 3 194.465 | Pseudomonas putida ND6, 55% | 98% | Pseudomonas
plasmido pND6-2

pBo2 14 | 117.971 | Arthrobacter aurescens TC1, 4% | 81% | Arthobacter
plasmido TC2

pBo3 6 112.593 | Sinorhizobium meliloti, plasmido 4% | 84% | Rhizobium
pHRCO17

pBo4 17 | 111.177 | Methylobacterium oryzae CBMB20, 1% | 78% | Roseomonas
plasmido pMOC1

pBo5 1 50.361 | Psychrobacter sp. PRwf-1 2% | 88% | Moraxella

pBo6 1 79.080 | Pantoea vagans C9-1, plasmido 13% | 91% | Pantoea
pPag2

pBo7 2 57.475 | Sphingomonas sp. NS2, pldsmido 9% | 79% | Novosphingobium
201

pBo8 9 57.311 | Agrobacterium tumefaciens, 3% | 99% | Rhizobium
plasmido pTi-SAKURA

pBo9 4 56.353 | Agrobacterium tumefaciens Ti, 10% | 93% | Rhizobium
plasmido pTiBo542

pBol10 1 52.694 | Arthrobacter chlorophenolicus A6 7% | 84% | sinidentificar

pBoll 6 51.706 | sin similitud Roseomonas

pBol2 6 51.621 | Starkeya novella DSM 506 6% | 74% | Roseomonas

pBol3 6 38.685 | Micrococcus sp. Al, plasmido 31% | 99% | Micrococcus
pLMA1

pBol4 4 26.348 | Sphingopyxis sp. Kp5.2, plasmido 38% | 99% | Novosphingobium
pSfKp5.2

pBo15 4 18.892 | Agrobacterium sp. H13-3, 20% | 78% | rRhizobium
cromosoma lineal

NC: Numero de cdntigos que forman el plasmido. COB: Cobertura del alineamiento entre el plasmido y la secuencia
depositada en GenBank. %l: porcentaje de identidad entre el plasmido y la secuencia depositada en GenBank.

Algunos de los plasmidos cerrados mostraron un buen alineamiento por BLASTn y alta
cobertura con otros plasmidos presentes genomas bacterianos ya depositadas en GenBank. En
varios casos los mejores alineamientos correspondieron a genomas bacterianos coincidentes o
relacionados (duplas Sinorhizobium-Rhizobium, Methylobacterium-Roseomonas,
Psychrobacter-Moraxella, Sphingomonas-Novosphingobium, Starkeya-Roseomonas) con el de
los aislamientos en que hemos encontrado los plasmidos secuenciados (comparar columnas 4
y 7 de la Tabla V.3). La evidencia revela que los mismos han transitado e intercambiado
informacidn con representantes de generos/especies filogenéticamente relacionadas. En
ningun caso, sin embargo, la cobertura de las regiones similares superé 55% del largo de
ninguno de nuestros plasmidos (Tabla V.3, columna 5) poniendo en evidencia el caracter
variable de los mismos. En consonancia con esta idea, el alineamiento con otros plasmidos o
replicones en distintas regiones de un mismo ensamble reveld el caracter modular, propio de
este tipo de replicones, en los plasmidos que hemos analizado.

Mas alla de las observaciones precedentes, la mayor parte de las secuencias no mostré
similitud con otros replicones conocidos, lo que pone en evidencia que la fraccion de
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diversidad plasmidica que se ha explorado aun es pequefia y que existe en cada una de estas
especies una cantidad importante de informacién codificada en pldsmidos que es aln
desconocida. En el caso de algunos plasmidos contenidos en aislamientos de los géneros
Arthrobacter, Rhizobium, Roseomonas y Moraxella, casi la totalidad de las secuencias han sido
nuevas.

Para profundizar el analisis anterior realizamos a continuacién busquedas por similitud BLASTp
con cada uno de los marcos de lectura abiertos predichos para los ensambles. Dado que la tasa
de sustitucion aminoacidica es mucho menor que la nucleotidica a lo largo de la evolucidn
gendmica, las busquedas por BLASTp son mas sensibles en exploraciones taxondmicas. En la
Tabla V.4 se muestra la similitud de los productos traducidos codificados en los plasmidos
(cerrados) del microbioma de semillas de alfalfa respecto de proteinas codificadas en otros
plasmidos de diferentes bacterias (columnas 4, 5y 6).

Tabla V.4. Busquedas de similitud de los productos traducidos codificados en los plasmidos (cerrados) del
microbioma de semillas de alfalfa.

Plas- Ne 12 SIMILITUD POR 19 similitud por 22 similitud | 32 similitud por AISLAMIENTO
mido | ORFs BLASTn BLASTp por BLASTp BLASTp PORTADOR
(IDENTIFICACIO
N)
pBo1l 222 Pseudomonas putida Pseudomonas NC NC Pseudomonas
ND6, pldsmido pND6-2 | (100%)
pBo2 136 | Arthrobacter Arthrobacter (61,2%) | Kokuria Rhodococcus Arthobacter
aurescens TC1, (3,3%) (2,5%)
plasmido TC2
pBo3 107 Sinorhizobium meliloti, | Rhizobium + Agro Neorhizobiu Ochrobactrum Rhizobium
plasmido pHRCO17 (63,5 %) m (7,3%) (4,2%)
pBo4 128 Methylobacterium Roseomonas + Skermanella | Methylobacterium | Roseomonas
oryzae CBMB20, Acetobacteraceae (9%) (7,7%)
plasmido pMOC1 (35,9%)
pBo5 55 Psychrobacter sp. Enhydrobacter Paenibacillus | Actinobacillus Moraxella
PRWf-1 (37,7%) (32,1%) (7,5%)
pBo6 63 Pantoea vagans C9-1, Pantoea (70,7%) Yersinia Serratia (3,4%) Pantoea
plasmido pPag2 (6,9%)
pBo7 65 Sphingomonas sp. Sphingobium (47,4%) | Sphingomon | Sphingopyxis Novosphingobium
NS2, plasmido 201 as (26,3%) (3,5%)
pBo8 64 Agrobacterium Rhizobium + Agro Sinorhizobiu | Labrenzia (9,1%) Rhizobium
tumefaciens plasmid (38,2 %) m (9,1%)
pTi-SAKURA
pBo9 63 Agrobacterium Rhizobium + Agro Sinorhizobiu | Shinella (1,9%) Rhizobium
tumefaciens Ti, (75,9%) m (7,4%)
pladsmido pTiBo542
pBo10 58 Arthrobacter Arthrobacter (56,4%) | Nesterenkon | Microbacterium sin identificar
chlorophenolicus A6 ia (10,3%) (5,1%)
pBol1 83 sin similitud Roseomonas + Methylobact | Aureimonas Roseomonas
Acetobacteraceae erium (3,3%) | (1,6%)
(83,6%)
pBo12 56 Starkeya novella DSM Roseomonas + Bradyrhizobi | Varioborax (8,7%) | Roseomonas
506 Acetobacteraceae um (13%)
(95,7%)
pBo13 52 Micrococcus sp. Al Micrrococcus Actinobacter | Pseudonocardia Micrococcus
plasmid pLMA1 (53,8%) ia (17,9%) (12,8%)
pBol4 37 Sphingopyxis sp. Kp5.2 | Sphingobium (37,5%) | Sphingomon | Sphingomonadace
plasmid pSfKp5.2 as (20,8%) ae (20,8%) Novosphingobium
pBo15 21 Agrobacterium sp. Agrobacterium NC NC Rhizobium
H13-3 linear (100%)
chromosome

ORFs: marcos de lectura abiertos. NUmeros entre paréntesis indican porcentajes de ORFs que presentan su mejor
alineamiento por BLASTp contra una proteina secuenciada en dicho género. NC: No corresponde (valores de expect

<107).
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En primer lugar pudo verse que varios ensambles que por BLASTn dieron resultados positivos
solo sobre algunas regiones de su secuencia (regiones de similitud cortas en relacién al tamafio
total del plasmido, Tabla V.3, columna 5), pudieron ahora, por BLASTp de sus marcos de
lectura abiertos, ser vinculados con mucha mejor cobertura a replicones ya reportados del
banco de datos.

Los resultados, que confirman y extienden los obtenidos por BLASTn, muestran que el género
con mayor similitud (columna 4) coincidié en todos los casos con el identificado para el
aislamiento que porta el pldsmido en nuestra coleccidn. Los géneros que se posicionan en el
segundo y tercer lugar en las busquedas por BLASTp (columnas 5 y 6) mostraron en general
mucho menos porcentaje de similitud evidenciando claramente la preferencia de huésped en
los que los pldsmidos han circulado y moldeado su estructura presente. En ese contexto, casi la
totalidad de los marcos de lectura abiertos que dieron resultado positivo en los alineamientos
(expect < 10”) lo hicieron con secuencias aminoacidicas de taxonomia conocida a nivel de
género (o en su defecto a nivel de familia) sugiriendo, como hemos dicho, el tipo de bacterias
en las que los plasmidos han estado presente.

Mientras que pocos plasmidos mostraron todos sus marcadores pertenecientes a un solo
género (pBol y pBo15), algunos de los plasmidos mostraron marcadores pertenecientes a una
misma familia taxondmica, como en los casos de Arthrobacter, Kokuria y Nesterenkonia
(familia Micrococcaceae); Rhizobium/Agrobacterium y Sinorhizobium (familia Rhizobiaceae);
Sphingobium, Sphingomonas y Sphingopyxis (familia Sphingomonadaceae); y Pantoea, Yersinia
y Serratia (familia Enterobacteriaceae). En relacién a esta observacién es importante a
destacar que el limite de relacién parece extenderse a nivel de orden/clase para varios de
estos ensambles, con lo que resulta evidente un escenario donde los plasmidos transitan
preferencialmente un contexto de género o familia, pero donde también aparece la presencia
de genes de grupos taxondmicos mas alejados como evidencia (ya sea de ancestralidad o) de
transferencia horizontal de genes entre especies con diferente grado de vinculo taxonémico.
En la Figura V.5. se presenta a modo de ejemplo el caracter mosaico de uno de los pldasmidos
de la Tabla V.4.

Los resultados presentados muestran, para la comunidad aqui estudiada, cémo los plasmidos
representan al conjunto de informacién al que distintas especies (con distinto grado de
cercania) tienen acceso via transferencia horizontal de genes. Los resultados del andlisis
sugieren que existe un conjunto preferencial de géneros frecuentados por un plasmido en
particular, donde: a) uno de ellos se corresponde con el del huésped del que hemos
recuperado el plasmido bajo analisis en nuestro microbioma de las semillas de alfalfa, y b) el
resto de los géneros con secuencias similares se corresponde en varios casos con bacterias
presentes dentro del mismo microbioma, sugiriendo muy fuertemente a la simpatria (con la
planta como concentrador) como un factor positivo en favor de la HGT. Ejemplos de ellos son
pares Arthrobacter y Microbacterium, Arthrobacter y Kocuria, Rhizobium y Sinorhizobium, y
Enhydrobacter y Paenibacillus que se presentan en las Tablas V.3 y V.4 y en las descripciones
de las especies bacterianas que conforman el moviloma realizada en el Capitulo 4 precedente.
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Figura V.5: Esquema del plasmido pBo3. Se muestran los marcos de lectura abiertos (ORFs) con cada color representando el
género correspondiente al primer alineamiento obtenido en bisquedas BLASTp (valores de expect < 10”). En negro se muestran
aquellos ORFs que no mostraron un alineamiento con dichos parametros de busqueda.

Ensambles abiertos

La mayor parte de los ensambles que obtuvimos no pudieron circularizarse en pladsmidos
cerrados. Esto es normal en secuenciamientos gendmicos bacterianos, y en nuestro caso
puede deberse a la presencia de secuencias repetitivas mas largas que los insertos de la
biblioteca matepair realizada, a limitaciones en la cobertura de la misma o bien debido a
problemas de ensamblado. Como se muestra en la Tabla V.5, los ensambles lineales, al igual
que los plasmidos cerrados anteriormente presentados, mostraron diversos tamanos,
coberturas de secuenciamiento y grados de similitud con otros replicones ya secuenciados.

Tabla V.5. Busquedas de similitud de los productos traducidos codificados en los ensambles lineales del
microbioma de semillas de alfalfa. Las busquedas por BLASTp arrojaron indicios fuertes respecto de los huéspedes
por los que los plasmidos han circulado y ademas colectado informacién génica.

ENSAMBLE n° 1° SIMILITUD POR BLASTNn 1° similitud por 2° similitud por 3° similitud por
ORFs BLASTp BLASTp BLASTp
scaffold00002 238 Sphingobium sp. plasmido SYK-6 (23%) Sphingomonadaceae Novosphingobium Sphingobium
(43%) (32,2%) (12,2%)
scaffold00004 196 Methylobacterium populi BJOO1, plasmido Sphingobium (43,1%) Sphingomonas Sphingopyxis
pMPOPO02 (2%) (32,8%) (4,6%)
scaffold00005 129 Agrobacterium vitis S4, plasmido pAtS4b (31%)  Agrobacterium (41,4%) Rhizobium (27,3%) Microvirga (3,1%)
scaffold00007 119 Sinorhizobium sp. M14, plasmido pSinA (43%) Rhizobium (34,2%) Sinorhizobium (14,9%) Agrobacterium
(13,2%)
scaffold00010 104 Ochrobactrum anthropi strain OAB, plasmido 1 Agrobacterium (30,1%) Rhizobium (27,2%) Aminobacter
(11%) (6,8%)
scaffold00012 83 Agrobacterium vitis S4, plasmido pAtS4a (7%) Rhizobium (44,2%) Agrobacterium (13%) Rhodobacteraceae
(3,9%)
scaffold00014 80 Rhizobium sp. LPU83, plasmido pLPU83a Rhizobium (50%) Agrobacterium (11,8%) Sinorhizobium
(40%) (10,5%)

ORFs: marcos de lectura abiertos. Entre paréntesis se indica la cobertura del alineamiento BLASTn en la columna 3y el porcentaje
de ORFs asignados a cada género por BLASTp, en columnas 4,5y 6.
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V.4. Contenido génico y prediccion funcional de la informacion del moviloma
plasmidico endofito

Como se realizé con el moviloma plasmidico de Sinorhizobium meliloti (MPSme), los marcos de
lectura abiertos detectados por la anotacidn automdtica de la plataforma GenDB fueron
reanotados manualmente, con los que luego se confecciond una lista de funciones por
categorias en todos los ensambles y céntigos que conforman el moviloma plasmidico de
bacterias provenientes de semillas de alfalfa (MPSA). La Figura V.6 muestra dicha distribucion

funcional comparada con la del MPSme previamente secuenciado.
MPSme
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Figura V.5. Comparacion de las predicciones funcionales asociadas a los contenidos génicos de los movilomas
plasmidicos de S. meliloti (MPSme)(parte A, capitulo precedente) y de las bacterias asociadas a semillas de alfalfa
(MPSA)(parte B, este capitulo). En la parte B se discrimina la composicién funcional atendiendo a que se trate de
rizobios o de no rizobios. Referencias: U (proteina hipotética), H (proteina hipotética con homdlogos en
otros organismos, de funcién desconocida), M (funcidn metabdlica general), F (gen relacionado a
metabolismo de bacteriéfagos), T (funcidn de transporte de metabolitos), R (regulador transcripional), A
(procesamiento del ADN).

Como puede apreciarse para la mayoria de las categorias funcionales el porcentaje es similar
entre ambos movilomas. Las diferencias principales se encuentran en la fraccién de elementos
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genéticos moviles (conjugacion, transposicion y elementos relacionados a fagos) y en la
fraccion de genes sin funcién asignada (U + H), los primeros mas abundantes en el MPSme
(18% vs 11%,) y los segundos en el MPSA (51% vs 43%). Es particularmente interesante que al
distinguir dentro del MPSA los plasmidos provenientes de Rhizobium de los de otro origen, la
composicion de los primeros (Ensambles Rhizobium, representando el 35% de los marcos de
lectura abiertos del MPSA) se aproxima mejor a la composicion funcional del del MPSme (con
17% asignado a elementos genéticos mdviles), sugiriendo un vinculo por transferencia lateral
entre los plasmidos de los sinorizobios y los rizobios asociados a las semillas.

V.5. Evaluacion de relaciones de ortologia entre el MPSA y el MPSme

Como ya hemos mencionado en el andlisis de MPSme, una de las formas de investigar
relaciones filogenéticas entre dos conjuntos génicos (genomas, grupos de genomas) es la
evaluacion de la proporcion de ortologias entre los mismos. En nuestro caso, empleando
nuevamente el software EDGAR [268] que busca ortdlogos sobre la base de las mejores
similitudes de modo bidireccional (exprect < 10-°), evaluamos el grado de ortologia de
diferentes plasmidos/ensambles del MPSA y también de movilomas plasmidicos del GenBank
(consolidados por género de las bacterias huésped de los replicones)(eje “x” en la Figura V.7)
respecto del MPSme. El resultado del analisis lo expresamos como la proporcion (porcentual)
de genes del plasmido/ensamble/moviloma de GenBank para los que encontramos ortélogos
en el MPSme (indice OPCG en el eje “y” de la Figura V.7). Resulté particularmente interesante
que al comparar los diferentes ensambles/plasmidos del MPSA con el MPSme, los
pertenecientes a aislamientos del género Rhizobium (barra roja del extremo derecho) son los
gue portaron mayor proporcion de ortélogos (mayor OPCG) respecto al MPSme. Uno de cada
cuatro genes en los plasmidos de Rhizobium provenientes de las semillas de alfalfa mostrd
tener un ortélogo en el MPSme, hallazgo indicativo de una relaciéon evolutiva cercana entre
ambos movilomas. La relacién de ortologia entre genes de los plasmidos en ambos movilomas
(mds de 25%) tiene desde luego un vinculo ancestral asociado a la filogenia cercana de los
géneros Rhizobium y Sinorhizobium. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la relacién de
ortologia de otros pldasmidos como de rizobios y agrobacterias fueron todos inferiores al 25%
observados para los rizobios del MPSA (Figura V.7), sugiriendo que efectivamente los
pldsmidos de los rizobios presentes en semillas de alfalfa pueden tener un grado mayor de
intercambio lateral de informacion con S. meliloti.
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Plasmido/ensambles/del MPSA y movilomas de GenBank comparados con el MPSme

Figura V.7. Porcentaje de ortdlogos entre los ensambles/plasmidos del MPSA o diferentes movilomas del
GenBank (consolidados por género bacteriano portador de los replicones) y el MPSme. En el eje “x” se listan los
plasmidos/ensambles del MPSA (barras rojo), el MPSA completo (verde), y los movilomas reconstruidos a partir de
plasmidos depositados en el GenBank (barras azules); que en cada caso fueron comparados en busqueda de

“w . n

ortélogos contra el MPSme, empleando la herramienta EDGAR. En el eje “y” se muestra el valor del OPCG resultante
(nimero de ortélogos por cada cien genes del grupo analizado del eje “x”)).

Distintas evidencias taxondmicas que hemos obtenido para estos rizobios de semillas
(fragmentos de secuencias cromosomales, secuencias ARNr 16S vy tipificaciones por
espectrometia de masas UV-MALDI-TOF) nos han indicado que estos aislamientos tienen
cercania a Rhizobium radiobacter, especie sindbnima de Agrobacterium tumefaciens. Es posible
gue en su composicion plasmidica estos aislamientos estén mas adaptados al intercambio de
genes con S. meliloti, comparados con otros A. tumefaciens depositados en las bases de datos.
Serd importante analizar el tipo de cromosomas que portan los mismos, compararlos con las
estructuras ya disponibles para las cepas “clasicas” de A. tumefaciens, y evaluar si existen
sesgos particulares asociados a unos y a otros, atendiendo a que podria tratarse de ecotipos
diferentes.

En contraste con las evidencias anteriores, los ensambles que presentan similitud o que
pudieron identificarse por PCR en aislamientos de géneros tales como Pantoea, Pseudomonas,
Roseomonas,  Arthrobacter, = Novosphigobium,  Stenotrophomonas,  Micrococcus vy
Curtobacterium, mostraron no compartir grandes proporciones de ortélogos con el MPSme,
consolidando evidencias en apoyo de que la transferencia horizontal de genes de S. meliloti
con bacterias asociadas a la planta se da especialmente con representantes de la misma
familia, y posiblemente -por lo que hemos dicho precedentemente- con variantes particulares
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de las mismas dentro de Rhizobiaceae. Una limitacion en esta comparacion de ortélogos fue la
cantidad de genes disponibles para cada género en nuestro MPSA, ya que mientras que en el
caso de los ensambles de Rhizobium se conté con mas de 1.500 marcos de lectura abiertos,
para los demas géneros estuvieron sélo en el orden del centenar de genes. De ahi la
posibilidad de que el nimero de OPCG en el género Pantoea sea tan diferente al calculado con
todos los plasmidos presentes en GenBank para este género.

V.6. Analisis de secuencias cromosomales presentes como subproducto de la
secuenciacion masiva de los plasmidos cripticos

Un total de 1.160 cdntigos de baja cobertura de secuenciamiento, que no pudieron
incorporarse a ningln ensamble, correspondieron a secuencias de origen cromosomal que
contaminaron la preparacion de plasmidos. Estos contigos, cuyos tamafos oscilaron entre 100
pb y 2.055 pb, nos permitieron acceder al compartimiento cromosomal de los aislamientos
portadores de los plasmidos. Ademas, recuperamos entre ellos secuencias de pldasmidos que,
estando presentes en baja representacidn en la muestra secuenciada, no pudieron
identificarse debido a los criterios de seleccidn manual por cobertura o al ensamblado
automatico. Estos contigos fueron alineados por BLASTn contra la base de datos del GenBank,
seleccionando luego el replicon con el cual presentaban mayor E-value. El 83,4 % de estos
contigos presentaron un alineamiento al genoma blanco con una cobertura mayor que 95%, es
decir que en su mayoria se traté de céntigos de replicones mas conservados (cromosomas,
megaplasmidos), que presentan de todos modos variaciones de secuencia con respecto a las
cepas de referencia depositadas en el GenBank. Entre estos contigos 77% resulté tener su
mayor similitud con algin replicon cromosomal, o cromosoma secundario (como
cromosomas lineales con similitud al de Agrobacterium), mientras que el restante 23% mostré
mayor similitud con secuencias plasmidicas. De entre estos ultimos contigos con similitud a
pladsmidos, 33% presentd similitud a plasmidos mayores a 500 kpb -entre los cuales se
encuentran diferentes plasmidos de la familia Rhizobiaceae, y 89% similitud a pladsmidos
mayores que 100 kpb. El resultado indicé que, en general, los pldsmidos que aparecieron en la
muestra con baja representatividad correspondieron a replicones de tamafos grandes
(posiblemente con nimeros de copias bajos por célula). La informacién de los céntigos con
similitud a secuencias cromosomales que comentamos precedentemente nos brindé un mayor
numero de marcadores, distribuidos al azar a lo largo de sus respectivos replicones, que
confirmaron las identificaciones de los huéspedes bacterianos realizadas por secuenciamiento
parcial de ARNr 16S y/o por UV-MALDI-TOF. La tabla V.6 muestra la distribucién de céntigos de
acuerdo a su similitud con diferentes cromosomas de referencia. La tabla V.7 muestra la
distribucion cuando el mejor alineamiento de los céntigos fue con algin plasmido de
referencia.
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Tabla V.6. Alineamiento de contigos de baja cobertura con cromosomas de referencia

Cromosoma de referencia del GenBank N2 de % de % cobertura
(1¢ alineamiento) contigos identidad del
asignadosa  (promedio) alineamiento
la referencia (promedio)
Rhizobium sp. IRBG74 cromosoma circular 342 98 99
Rhizobium sp. IRBG74 cromosoma lineal 342 97 99
Agrobacterium tumefaciens str. C58 linear 19 89,1 88
chromosome
Agrobacterium tumefaciens, cepa Ach5 14 92 95
cromosoma lineal
Agrobacterium tumefaciens, cepa Ach5 11 92 96
cromosoma circular
Agrobacterium sp. H13-3 cromosoma lineal 10 89.2 92,6
Agrobacterium tumefaciens, cepa C58 7 91,5 98,7

cromosoma circular

Como podemos observar la mayor parte de las secuencias cromosomales parecen provenir de
aislamientos similares a Rhizobium sp. IRBG74, con cdntigos similares al cromosoma circular y
otros al lineal. Esta cepa secuenciada en 2013 [395] ha sido obtenida de nddulos de una
leguminosa acuatica del género Sesbania [396] y ha mostrado nodular al menos 8 especies de
este género [397]. La misma cepa mostrd capacidades de promocion del crecimiento en arroz,
y se ha propuesto como modelo para estudiar relaciones simbidticas de bacterias enddfitas en
cereales [398]. Es particularmente interesante que aislamientos con genotipos parecidos a esta
cepa con capacidad de promocidn de crecimiento hayan sido encontrados en las semillas de
alfalfa. La cepa secuenciada y depositada en el GenBank tiene genes plasmidicos nifH y nodA'y
se propone como una nueva especie debido a que, a pesar de su similitud a nivel de secuencia
gendmica con Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens), su porcentaje de
hibridacion ADN:ADN no supera el 44% y no tiene capacidad de formar tumores ni posee el
operdn vir. Serd importante explorar si las cepas con similitud a IRBG74 que estdn en el
microbioma de semillas tienen o no el operdn vir y si son o no virulentas, asi como si poseen o
no genes asociados a la fijacién de nitrégeno. Es posible que, dada la elevada cantidad de
contigos cromosomales con similitud a esta cepa, nuestros 4 aislamientos pertenecientes al
género Rhizobium posean un cromosoma semejante a la misma, difiriendo principalmente
entre si en sus perfiles plasmidicos. Ademas de investigar si son o no virulentas y poseen genes
vir, sera interesante conocer si estos aislamientos endoéfitos obtenidos tanto de la raiz como de
parte aérea de la plantula de alfalfa presentan los genes de nodulacién o fijacién de nitrégeno
y estudiar qué capacidades de promociéon del crecimiento presentan en alfalfa y cual es su
relacidn con el simbionte S. meliloti dado que sus plasmidos (Ensambles Rhizobium) muestran
una clara relacién de ortologia con el MPSme.
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Tabla V.7. Alineamiento de céntigos de baja cobertura con plasmidos de referencia

Plasmido de referencia Tamaiio N2 de % de % de
en GenBank referencia contigos identidad (cobertura
(promedio) promedio)
Rhizobium sp. IRBG74 plasmido IRBL74_p 584.965 40 93 92
Pseudomonas putida, cepa DOT-T1E plasmido 133.451 39 95 100
pGRT1
Rhizobium leguminosarum buv. trifolii CB782 1.563.772 15 87 96
plasmido
Pantoea vagans C9-1 plasmido pPagl 167.983 13 85 83
Agrobacterium tumefaciens, cepa C58 plasmido At 542.868 12 92 92
Ochrobactrum anthropic, cepa OAB plasmido 1 155.838 10 91 95
Agrobacterium sp. H13-3 plasmido pAspH13-3a 601.551 8 90 96
Pseudomonas mandelii JR-1 plasmido 410.512 6 97 100
Agrobacterium vitis S4 plasmido pAtS4c 21.162 6 86 62
Micrococcus sp. 28 plasmido pSD10 50.709 5 98 91
Pseudomonas aeruginosa PAO1 plasmido pAMBL1 2.644 5 99 100
Pseudomonas putida ND6 plasmido pND6-2 11.7003 4 99 98

El 23% de los céntigos que aun teniendo baja cobertura tienen similitud nucleotidica con
diferentes plasmidos pueden corresponder a: 1) plasmidos con bajo nimero de copias y
tamafio grande que no fueron purificados de modo eficiente con el procedimiento que hemos
utilizado, o 2) secuencias plasmidicas integradas a cromosomas, una posibilidad esta ultima
que deberd ser mas explorada con herramientas diferentes (ej. secuenciamiento gendmico de
las cepas)

En este capitulo hemos comenzado a abordar el compartimiento plasmidico de las bacterias
que estan asociadas naturalmente a las semillas de alfalfa, y que muestran capacidad de
colonizar la planta y posiblemente de tener influencia en el crecimiento o el biocontrol de la
planta, tal como se mostré en el Capitulo IV. Pudimos obtener una gran cantidad de secuencias
plasmidicas y comprender que la evolucién de los plasmidos implica el intercambio a lo largo
de su historia con una gran diversidad de especies, en general cercanas taxondmicamente a las
especies donde se los aislan pero con algunos claros ejemplos que nos sugieren que la
simpatria favorece la HGT entre las especies que forman el microbioma de alfalfa. Asimismo
pudimos establecer que una gran cantidad de los pldsmidos que secuenciamos se encuentran
contenidos en varios aislamientos del género Rhizobium, cuyos movilomas plasmidicos
parecen tener una relacion especial de coevolucidn con el moviloma plasmidico de S. meliloti
analizado en el Capitulo Ill. En este sentido la semejanza de estos aislamientos a una cepa
secuenciada recientemente, no patégena y perteneciente al complejo
Rhizobium/Agrobacterium nos sugiere la posibilidad de que estos aislamientos formen parte
de una adaptacion de un miembro de su microbioma y serd interesante avanzar en la
caracterizacion de dicho vinculo en relacidn al rol que desempefian estas especies en la planta
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y el rol de sus plasmidos cripticos. Asimismo, el moviloma plasmidico de varios géneros
pertenecientes al microbioma (algunos de cuyos pldsmidos hay muy poca informacion
disponible) nos da la oportunidad de avanzar puntualmente en genes que codifiquen funciones
de interés que puedan tener relevancia ecoldgica o practica en el desarrollo de bioinoculantes.
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El trabajo presentado en esta tesis doctoral se propuso como objetivo central abordar con
herramientas gendmicas la caracterizacion de la informacién contenida en plasmidos cripticos
de bacterias que se asocian naturalmente a una planta modelo de relevancia agrondmica
como lo es alfalfa. Sinorhizobium meliloti, rizobio que se asocia con alfalfa para dar lugar a
nddulos fijadores de nitrégeno, porta con frecuencia un nimero variable de pldsmidos
cripticos ademas de un cromosoma y dos megaplasmidos (pSymA y pSymB), estos ultimos
imprescindibles para la simbiosis. Tal constitucion gendmica proveyd un sistema muy
conveniente para el estudio bdsico de un moviloma plasmidico incluyendo el andlisis de su
tamafio, diversidad, caracteristicas de movilizacién, rol en la evolucién gendémica de los
rizobios, funciones derivadas de su carga génica, y vinculo con movilomas plasmidicos de otras
bacterias que cohabitan el ambiente del rizobio entre otros aspectos. En tal sentido, y con este
objetivo a mediano plazo, nuestro laboratorio ya habia caracterizado en la década precedente
la diversidad y caracteristicas de movilizacidon conjugativa de los pldsmidos presentes en una
coleccion local de aislamientos de S. meliloti que habiamos constituido en nuestro laboratorio
(aislamientos que representaron 22 OTUs/grupos diferentes de diversidad plasmidica)[1]. A
través de experimentos clasicos dicho andlisis revelé una marcada diversidad de plasmidos en
la coleccion de rizobios, ademas de una destacada capacidad de transferencia conjugativa en
varios de ellos. Tal caracterizacion sirvi6 como punto de partida para abordar el estudio
gendmico molecular de un moviloma plasmidico cuyo tamafo excede la megabase, en una
coleccion tamizada de bacterias de una misma especie y de relevancia agrondmica. El
secuenciamiento de los plasmidos cripticos que se presenté en el Capitulo 3 de esta tesis nos
permitié obtener mas de 1,4 Mb de informacién exclusivamente plasmidica de S. meliloti, |a
cual codifica genes que mostraron un perfil funcional en base a COGs claramente distinto del
correspondiente a los genes de los otros replicones presentes en el rizobio (pSymA, pSymB y
cromosoma), con predominio de funciones asociadas al trafico y secrecién (clase COG “U”), y
de funciones -como se espera- relacionadas al mantenimiento y estabilidad de plasmidos
(clases COG “L” y “D”). Mas alla de estas diferencias, el andlisis multivariado que hemos
utilizado para comparar el tipo de funciones presentes en cada replicdn mostré que, en
relacidn a los otros replicones, el moviloma plasmidico presenta mayor similitud funcional al
megapldsmido simbidtico pSymA; en particular en las categorias COG relacionadas a
transporte y metabolismo de iones inorganicos, transporte y metabolismo de carbohidratos,
metabolismo de lipidos, biogénesis de membrana celular y pared celular, transporte vy
metabolismo de nucledtidos y funciones de recambio proteico, modificacién post traduccional
y chaperonas (clases P, G, I, M, F y O, respectivamente) en comparacion a los otros dos
replicones (pSymB y cromosoma). Por otra parte, la disponibilidad de la secuencia de siete
genomas completos de S. meliloti por un lado, y la del moviloma plasmidico que presentamos
en esta tesis por el otro; nos permitié investigar —con distintas herramientas- vinculos
evolutivos entre los plasmidos cripticos y los diferentes replicones del rizobio. Para dichos
analisis realizamos comparaciones basadas en el contenido GC y en el uso de codones de
diferentes fracciones génicas, incluyendo los replicones completos, los singletones (genes
presentes en un dado replicdn en sélo una de las 7 cepas), y en el genoma core (fraccién de
genes con homdlogos presentes en las 7 cepas). Pudimos asi poner en evidencia una estrecha
relacion entre los genes codificados en los plasmidos cripticos y los genes presentes en la
fraccion singletones de cada uno de los replicones presentes en S. meliloti. Segln discutimos
en el Capitulo 3 de esta tesis dicho vinculo entre genes del moviloma y las fracciones

113



Tesis Doctoral José Luis Lépez

singletones resultd evidente tanto a nivel de sus composiciones GC% como a través de las
frecuencias de uso de codones (pardmetros que por otra parte resultaron diferentes a las de
las fracciones core de esos mismos replicones). Tales evidencias apoyan fuertemente la
hipdtesis de que la mayoria de los genes en la fraccion singletones (tanto de los pSyms como
del cromosoma) podrian haberse adquirido —en un tiempo evolutivo relativamente
recientemente- desde los plasmidos cripticos (subyace la idea que los genes singletones estan
presentes en una cepa y no en otra, como producto de adquisiciones horizontales recientes
por parte de un rizobio y no de los otros generando diversidad entre los replicones). De
acuerdo a dicho modelo de flujo génico, es esperable que dentro del moviloma puedan
encontrarse homoélogos (como la fuente originaria) de los singletones de los distintos
replicones. Congruente con este modelo identificamos en efecto homdlogos al MPSme en las
distintas fracciones singletones de los diferentes replicones, mostrando ambas versiones de los
genes un cercano uso de codones como resultaria esperable. Las evidencias provistas fueron
asi consistentes con la existencia de un flujo génico desde los plasmidos cripticos hacia las
fracciones singletone de los megaplasmidos y cromosoma. Pudimos observar asimismo que
los singletones para el caso del pSymB y del cromosoma —probables representantes como
hemos dicho de genes transferidos en tiempos recientes desde el MPSme-, predominan
funciones relacionadas a fagos y transposasas (elementos méviles) asi como genes de funcién
desconocida. En contraposicion con esta observacion, los homdlogos recientemente
adquiridos por el pSymA desde los plasmidos cripticos mostraron un perfil funcional mas
amplio que incluia genes metabdlicos como grupo principal, asi como genes regulatorios y de
transporte ademds de los genes relacionados a movilidad y de funcién desconocida. Esta
diferencia funcional caracteristica de los singletones del pSymA homélogos al MPSme fue
también observada en la totalidad de los genes singletones en el pSymA, y sumado a la
observacion de una mayor densidad de genes singletones en el pSymA, su conjunto core
relativamente mas acotado y su perfil funcional en base a COGs mas disperso de las distintas
cepas incluidas en el analisis en comparacion al pSymB y cromosoma, nos sugirié que los
plasmidos cripticos transfieren (o han transferido) genes con mayor frecuencia al pSymaA,
aportando mayor diversidad y plasticidad funcional a la bacteria. En relacién a esta
observacién sera interesante explorar la posibilidad de que el pSymA pueda ser producto de la
incorporacion sucesiva de secuencias provenientes de diferentes pldsmidos cripticos a lo largo
de su formacidn como megaplasmido simbidtico, siendo el mismo mas permisivo a la
incorporacion de genes desde los plasmidos, quizas debido a un rol menos esencial para la
sobrevida de la célula o a una mayor presencia de elementos recombinogénicos.

Al analizar con un criterio similar lo que sucedia en la totalidad de los genes core en el pSymA,
pSymB y cromosoma pudimos observar que los mismos presentan un uso de codones
diferentes entre si, sugiriendo que la evolucién de cada uno de los megapldsmidos se dio en
diferentes huéspedes antes de su incorporacion en S. meliloti. Apoyandonos en la evidencia
aceptada que indica que el uso de codones se moldea de acuerdo a factores intrinsecos de
cada huésped bacteriano, el analisis sobre los genes homdlogos al MPSme en las fracciones
core de cada replicon (es decir, genes con un predecesor comun por ser homdélogos, y que
ademas por ser del core corresponden a los mas ancestrales) mostré que los genes homdélogos
al MPSme presentes en el pSymA y pSymB debieron transferirse desde (éo hacia?) los
plasmidos cripticos ancestrales antes de la adquisicion de los mismos por parte de S. meliloti.
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Dicho conjunto debe estar constituido por funciones presentes desde antes de la
incorporacion de los megapldsmidos a S. meliloti, y que han sido preservadas a lo largo de la
evolucidon de la especie seguramente por su importancia para sostener la competencia y
adaptabilidad (“fitness”) a los nichos que ha transitado el rizobio. Para intentar avanzar en esta
direccion sera interesante investigar el perfil funcional del conjunto completo de los genes
core de los pSyms, y en particular el tipo de funciones del sub-conjunto de genes cuya relacion
con los genes moviles hemos podido identificar en esta tesis (los homdlogos al MPSme).

El analisis de los homdlogos al MPSme en las fracciones core también nos permitié observar un
corrimiento gradual en el uso de codones de este conjunto de genes con respecto al del
conjunto core completo, que en el caso del cromosoma resulté muy evidente. La observacion
de que un corrimiento similar se observa en los conjuntos de genes del core cromosomal que
son homodlogos a cromosomas de especies cada vez mas alejadas taxondmicamente, nos
permitid inferir que los genes homdlogos al MPSme en el cromosoma constituyen
posiblemente un subconjunto de genes muy ancestrales dentro del core,
adquiridos/compartidos con un moviloma ancestral en los estadios primordiales de la
constitucion del cromosoma como replicon. El andlisis que hemos realizado nos permitid
ademas comenzar a explorar qué tipo de funciones fueron intercambiadas ancestralmente en
la formacion del cromosoma, y hoy persisten en el compartimiento plasmidico mévil (el
MPSme). De un modo mas general, a través del analisis de los homdlogos al MPSme en las
distintas fracciones core (cromosoma y megaplasmidos) serd interesante comparar con
detenimiento el tipo de patrén/es funcional/es (actividades particulares/metabolismos/rutas
involucradas) asociados a las caracteristicas mas histdricas (iniciales) de cada uno de los tres
replicénes. Serd también interesante evaluar cémo fue este intercambio en otras especies de
cara a una mayor comprensién del rol que el moviloma plasmidico pueda tener en la evolucién
de los genomas bacterianos. Los resultados que presentamos en esta parte del trabajo nos han
permitido no sélo obtener informacion de los genes que son parte del moviloma plasmidico
accesible a la especie, sino también nuevas evidencias sobre la conformacién de los diferentes
replicones

El analisis precedente que hemos realizado se enfocd esencialmente en el empleo de la
secuencia génica del MPSme para avanzar en el andlisis de su vinculo con la evolucién de los
diferentes replicones de S. meliloti. En un analisis subsiguiente, y con el propdsito de explorar
relaciones del MPSme con genomas de otras bacterias de suelo, investigamos vinculos de
ortologia con (plasmidos y cromosomas de) bacterias con distinto grado de cercania a los
rizobios. El andlisis de genes homdlogos entre el MPSme y otros movilomas plasmidicos y
cromosomas de especies cercanas a S. meliloti mostrd que los plasmidos presentes en otras
especies noduladoras de plantas eran los que presentaban mayor porcentaje de ortologia al
moviloma aqui caracterizado. Tal observacion era esperable si el MPSme arrastra genes
ancestrales comunes a las distintas especies de rizobios (menos presentes en otras), asi como
genes que se comparten por transferencia horizontal (ingresan y se establecen) con mas
frecuencia entre rizobios como grupo (aunque heterogéneo) taxonémicamente relacionado.
Géneros como Ochrobactrum y especies como S. fredii, por ejemplo, muestran plasmidos con
alta densidad de ortélogos al MPSme. Serd interesante investigar el tipo de funciones que
codifican los ortélogos identificados en bacterias noduladoras, para analizar sus funciones y
estudiar en qué proporcién se relacionan a la vida libre o a la simbidtica de este grupo de
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bacterias. Con las funciones de mantenimiento concentradas en el cromosoma y las
simbidticas especialmente en los dos megaplasmidos (pSyms), podra usarse la secuencia del
MPSme para avanzar en entender a qué funciones y aspectos de la vida de los rizobios se
vincula la informacion del compartimento mévil, y qué proporcion de ella es preservada en
ortélogos que traspasan la barrera de género y especie en moviloma de otras bacterias
noduladoras (y no noduladoras). Resultd particularmente interesante observar que varios
genes del MPSme para los que (éaun?) no encontramos homdlogos en plasmidos, si
observamos ortdlogos en algunos replicones cromosomales (ej. M. loti, S. medicae, M.
australicum, E. adhaerens) poniendo nuevamente en evidencia intercambios de genes
cromosomas-plasmidos (segin ya hemos analizado en el estudio de las fracciones core y
singletones del cromosoma de S. meliloti) y proveyendo también indicios respecto de las
especies por las que el MPSme ha circulado.

Seglin hemos propuesto en los objetivos de este trabajo de tesis, el aislamiento,
secuenciamiento y caracterizacién del MPSme estaria dirigido no sélo a caracterizar su
contenido génico/funcional y participacién en la dindmica de la evoluciéon gendémica de la
especie, sino a indagar en el grado de relacién de dicho moviloma con otros rizobios (parrafo
precedente) y aun bacterias de otros géneros pero que viven en simpatria con S. meliloti
vinculadas de algin modo a las plantas de alfalfa. En capitulo IV de esta tesis hemos descripto
en detalle la estrategia utilizada para el aislamiento y caracterizacion de bacterias asociadas a
plantas de alfalfa. Mas alla del tipo de bacterias que se asocian con la planta en condiciones de
suelo, en este trabajo nos hemos centrado en el andlisis de aquellas bacterias que estan
intimamente asociadas a las semillas y protegidas del entorno (resistentes a la esterilizacion
superficial de las mismas) y que por tanto conllevan con seguridad largos periodos de co-
evolucidn junto a la planta y a los rizobios homodlogos. La busqueda de bacterias en semillas
esterilizadas en superficie y en plantulas derivadas de ellas resultd en el aislamiento e
identificacion de un conjunto de cerca de 40 géneros bacterianos diferentes. Varios de los
géneros que hemos observado en la variedad de semillas Super Monarca pudieron ser también
aislados de otras variedades, sugiriendo que la diversidad bacteriana asociada de manera muy
intima a las semillas de alfalfa es un hecho mas general. La presencia de bacterias dentro de la
semilla, la conservacién de varios de esos géneros entre variedades, y la expresién de
actividades con capacidades de promocién directa del crecimiento de plantas y de control
bioldgico por parte de varias de las bacterias asociadas a semillas fueron todas evidencias que
sugirieron la posible presencia de un proceso de coevolucidon microbiota-huésped orientado a
la seleccién y preservacion en el tiempo de aquellas bacterias que mejoran la nutricién y
sanidad de la planta, las que por su localizacion en semillas estaran disponibles en la cercania
de la raiz durante los primeros estadios posteriores a la germinacién. En un contexto tal sera
interesante investigar cuales de los géneros que caracterizamos en el Capitulo IV tienen
capacidad de perpetuarse en sucesivas generaciones de la planta para formar parte del
microbioma mas estable asociado a la especie, para analizar luego si lo mismos son
coincidentes con aquellos cuya presencia ha sido mas ubicua en las variedades que hemos
analizado. Atendiendo a todas estas consideraciones que presentan al microbioma de semillas
de alfalfa como representante cierto de la comunidad que vive en simpatria con S. meliloti (y
probablemente desde larga data), en el Capitulo V y como parte de los objetivos de este
trabajo nos abocamos al aislamiento, secuenciamiento y andlisis del moviloma de las bacterias
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asociadas a semillas y a la evaluacién posterior de sus relaciones con el moviloma de los
rizobios que hemos presentado en el Capitulo Ill. Dicho andlisis nos permitié conocer vy
explorar vinculos entre conjuntos de genes asociados a dos movilomas plasmidicos diferentes:
el de S. meliloti por un lado, y el aislado de un conjunto de bacterias simpatricas intimamente
asociadas a la misma planta hospedadora. El secuenciamiento de un pool plasmidico
proveniente de 18 aislamientos que presentaron diferentes perfiles de plasmidos presentes en
aislamientos de al menos 12 géneros diferentes (de los mds de 40 que hemos reconocido
como colonizadores de semillas), nos brindaron 3,34 Mpb de secuencia no redundante de ADN
incluyendo 15 plasmidos cerrados. Al evaluar en primer lugar las relaciones de ortologia entre
los dos movilomas plasmidicos secuenciados en este trabajo (MPSme y sus bacterias
simpatricas en el entorno del hospedador), pudimos poner en evidencia que los ensambles
pertenecientes a bacterias del género Rhizobium incluyen una gran proporcion de genes
ortoélogos al MPSme, hecho que pone en evidencia el intercambio de genes entre S. meliloti y
otros rizobios simpatricos. Por otra parte, y en consonancia con la observacién precedente, el
analisis comparativo de secuencias nos ha permitido poner también en evidencia los conjuntos
preferenciales de géneros bacterianos frecuentados por un pldsmido en particular, donde uno
de ellos se correspondiod en varios casos con el género del huésped del que hemos recuperado
el plasmido y el resto con géneros que en varios casos coincidieron con los de bacterias
presentes dentro del microbioma asociado a alfalfa. Esta observacion sugirioé fuertemente que
la vida simpdtrica en las cercanias de la planta muy posiblemente ha favorecido la
transferencia horizontal de genes cruzando en varios casos la barrera de género.

La estrategia empleada en este trabajo de tesis ha permitido obtener y abordar el analisis
genético molecular de mds de 4,5 Mpb de secuencia de ADN plasmidico recuperado de
diferentes aislamientos de la comunidad de bacterias asociadas a semillas y plantas de alfalfa
(el equivalente a mas de un genoma de E. coli). De dicha informacién, cerca de 1,5 Mpb
correspondieron solo a plasmidos de S. meliloti, rizobios modelo de estudio y simbiontes de
alfalfa. La cantidad de informacién residente en plasmidos que hemos podido colectar para
dicho rizobio permitio, por primera vez, analizar en un rizobio (y en una bacteria de suelo) a
escala de multiples cepas, la estructura del compartimento plasmidico criptico, su contenido
informacional (funcional), y emplearlo como herramienta para analizar aspectos relativos a la
evolucidn y conformacién en el tiempo de los otros replicones presentes en la misma especie
(intercambio de genes con el moviloma a través de la busqueda de homdlogos al moviloma en
fracciones core y singletones, plasticidad de los replicones, y evolucién en el uso de codones
en distintos conjuntos génicos entre otras cuestiones). La evidencia colectada segin ya hemos
marcado presenta al pSymA como el replicén mas vinculado al moviloma, segun lo evidencia
su mayor contenido de singletones homdlogos a genes del MPSme comparado con los otros
replicones, que mostraron ademas una gran proporcién de genes metabdlicos. Los resultados
presentan al moviloma como una fuente importante diversa de nuevas funciones para los
rizobios, que mas alld de su presencia en los propios pldsmidos cripticos, su adquisicion de
manera mas estable puede ser alcanzada por incorporacién a un replicén mas ubicuo como el
pSymA. Atendiendo a que el moviloma criptico transita otras rizobiaceas y no rizobiaceas
(analisis de homdlogos), el transito MPSme-pSymA aparece como una estrategia
potencialmente importante para la coleccién y ensayo de funciones presentes en otras
bacterias alcanzadas por el mismo moviloma (valiosa por provenir de organismos simpatricos,
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y por tanto portadores de “experiencia” adaptativa al mismo nicho y susceptible de ser
compartida).

La estrategia y resultados obtenidos han servido para conocer el contenido informacional de
movilomas plasmidicos relacionados (por la simpatria de sus héspedes); y en base a ello
avanzar -con un nuevo enfoque- en la gendmica de la evolucién de los replicones de un rizobio
modelo. Con la informacién que ya hemos colectado del MPSme y con la ampliacién del mismo
a través del secuenciamiento completo masivo de todas las cepas de la coleccién (en curso)
esperamos avanzar, con un mayor numero de genes, en el andlisis de aspectos evolutivos de
cada uno de los replicones, obtener la estructura cerrada de diferentes plasmidos para
conocer la redundancia (informacional) y estructural de los mismos, y para caracterizar con
nuevas herramientas informaticas y luego bioquimicas (humedas) el tipo de actividades
asociadas a diferentes genes metabdlicos del genoma plasmidico movil.
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Tabla A1
Criterio utilizado para la asignacion de contigos pertenecientes a plasmidos cripticos

Se tomaron los contigos cromosomales listados a continuacion y se calculd su cobertura como
(n2 de lecturas/largo de cdntigo) x 1000. Se calculd el promedio y la desviacidn estandar y en
base a las diferencias de cobertura observadas se fijéo como valor de corte 65 lecturas/1000 pb
de cara a decidir si un céntigo era de origen plasmidico.

replicén cromosoma pSymA pSymB

promedio 49 55 49

desviacion estandar 7,4 5,5 4,9

2 desviaciones estandar (2DE) 14,8 11,0 9,8

promedio + 2DE 64,0 65,8 59,2

valor de corte 65
N2 contigo Largo (L, pb) Numero de lecturas (R) Cobertura Origen del
(R/Lx1000) contigo

contig00005 28280 1413 50 cromosoma
contig00009 24671 1256 51 cromosoma
contig00017 20125 1176 58 cromosoma
contig00020 19642 1149 58 cromosoma
contig00021 19397 935 48 cromosoma
contig00022 19220 1110 58 cromosoma
contig00023 19073 1030 54 cromosoma
contig00027 18527 991 53 cromosoma
contig00028 18473 832 45 cromosoma
contig00032 18081 1004 56 cromosoma
contig00034 17911 979 55 cromosoma
contig00035 17807 744 42 cromosoma
contig00039 17054 975 57 cromosoma
contig00049 15975 747 47 cromosoma
contig00060 15398 774 50 cromosoma
contig00066 14406 742 52 cromosoma
contig00074 13662 648 47 cromosoma
contig00081 13282 587 44 cromosoma
contig00094 12413 612 49 cromosoma
contig00208 8476 374 44 cromosoma
contig00212 8406 372 44 cromosoma
contig00213 8387 541 65 cromosoma
contig00215 8337 353 42 cromosoma
contig00218 8276 414 50 cromosoma
contig00223 8179 399 49 cromosoma
contig00222 8174 532 65 cromosoma
contig00224 8147 315 39 cromosoma
contig00228 8077 400 50 cromosoma
contig00229 8039 342 43 cromosoma
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contig00232
contig00234
contig00235
contig00236
contig00237
contig00238
contig00239
contig00240
contig00242
contig00243
contig00246
contig00248
contig00249
contig00250
contig00252
contig00259
contig00258
contig00018
contig00019
contig00026
contig00040
contig00054
contig00063
contig00068
contig00071
contig00073
contig00078
contig00083
contig00087
contig00105
contig00122
contig00130
contig00144
contig00147
contig00153
contig00155
contig00158
contig00164
contig00168
contig00194
contig00199
contig00200
contig00202
contig00201
contig00205
contig00216
contig00217
contig00230
contig00231
contig00244
contig00245
contig00256
contig00265
contig00271

8021
7976
7949
7946
7939
7930
7925
7918
7901
7886
7804
7772
7768
7716
7665
7601
7595
20046
19961
18579
17035
15825
15100
14108
13943
13717
13511
13199
13028
11414
10917
10650
10136
10012
9827
9810
9742
9544
9405
8829
8699
8664
8623
8613
8583
8278
8253
8030
8028
7856
7834
7655
7500
7434

424
327
527
381
472
313
396
305
378
328
346
301
316
302
319
394
433
999
1058
1010
981
832
815
779
737
597
744
718
694
671
455
568
628
624
540
460
564
535
670
543
498
552
406
446
468
439
468
465
462
409
391
407
390
433

53
41
66
48
59
39
50
39
48
42
44
39
41
39
42
52
57
50
53
54
58
53
54
55
53
44
55
54
53
59
42
53
62
62
55
47
58
56
71
62
57
64
47
52
55
53
57
58
58
52
50
53
52
58

cromosoma
cromosoma
cromosoma
cromosoma
cromosoma
cromosoma
cromosoma
cromosoma
cromosoma
cromosoma
cromosoma
cromosoma
cromosoma
cromosoma
cromosoma
cromosoma
cromosoma
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
pSymA
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contig00007
contig00010
contig00015
contig00029
contig00033
contig00036
contig00042
contig00046
contig00051
contig00055
contig00069
contig00076
contig00085
contig00091
contig00097
contig00104
contig00106
contig00111
contig00113
contig00117
contig00129
contig00131
contig00136
contig00140
contig00150
contig00163
contig00166
contig00173
contig00190
contig00192
contig00193
contig00196
contig00197
contig00203
contig00204
contig00206
contig00209
contig00210
contig00211
contig00214
contig00233
contig00251
contig00253

26147
24008
20994
18221
18008
17617
16925
16431
15874
15670
14069
13544
13139
12484
12016
11446
11307
11195
11170
11067
10746
10623
10405
10206
9899
9544
9510
9307
8910
8877
8864
8812
8756
8611
8583
8562
8461
8435
8412
8375
7995
7681
7669

1387
1369
898
1000
833
927
768
832
815
729
757
577
661
554
596
506
557
562
511
518
491
517
481
516
467
434
461
437
545
490
398
401
510
398
522
409
419
339
469
382
437
409
377

53
57
43
55
46
53
45
51
51
47
54
43
50
44
50
44
49
50
46
47
46
49
46
51
47
45
48
47
61
55
45
46
58
46
61
48
50
40
56
46
55
53
49

pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
pSymB
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Tabla A2
Replicones utilizados para el analisis de variacién funcional por COGs

Se listan los replicones depositados en GenBank a partir de los cuales se realizd el andlisis de
variacion composicional de COGs, presentado en la Seccidn I11.3. Los archivos multifasta de los
ORFs predichos en cada replicon incorporado al andlisis fueron utilizados como datos de
entrada para el calculo de composicion de COGs. En el caso del moviloma plasmidico de
Rhizobiaceae, los ORFs predichos en cada uno de los plasmidos listados se agruparon en un
solo archivo multifasta que fue utilizado como dato de entrada para el calculo de composicion
de COGs mediante el Software WebMGA (Seccion 11.14).

Replicén Numero de acceso
Cromosomas en S. meliloti
Cro-Sme AK83 NC_015590.1
Cro-Sme Rm41 NC_018700.1
Cro-Sme SM11 NC_017325.1
Cro-Smel1021 NC_003047.1
Cro-SmeBL225C NC_017322.1
Cro-SmeGR4 NC_019845.1
Cromosoma 2011 NC_020528.1
Megaplasmidos pSymA en S. meliloti
pSymA-Sme2011 NC_020527.1
pSymA-Sme1021 NC_003037.1
pRmeGR4c-Sme GR4 NC_019848.1
pSINMEBO1-Sme BL225C NC_017324.1
pSymA-SmeRm41l NC_018683.1
pSmeSM11c-SmeSM11 NC_017327.1
cromosoma 3-SmeAK83 NC_015591.1
Megaplasmidos pSymB en S. meliloti
cromosoma 2-SmeAK83 NC_015596.1
pSymB-Sme1021 NC_003078.1
pSymB-Sme2011 NC_020560.1
pSmeSM11d-SmeSM11 NC_017326.1
pRmeGR4d-SmeGR4 NC_019849.1
pSINMEBO02-SmeBL225C NC_017323.1
pSymB-SmeRm41 HE995408
Moviloma plasmidico “Rhizobiaceae”
pMLa NC_002679.1
pMLb NC_002682.1
pRetCFN42a NC_007762.1
pRetCFN42d NC_004041.2
pRetCFN42b NC_007763.1
pRetCFN42c NC_007764.1
pRetCFN42e NC_007765.1
pRetCFN42f NC_007766.1
pSMEDO3 NC_009622.1
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pRi2659 NC_010841.1

pRle3841-7 NC_008382.1

pRle3841-10 NC_008381.1

pRle3841-9 NC_008379.1

pRLG203 NC_011370.1

pSfrHH103a NC_016813.1

pR132502 NC_012858.1

pR132504 NC_012852.1

pSmeSM1lla NC_013545.1

pAtS4a vitis NC_011986.1

pAtSAc vitis NC_011984.1

pTiS4 vitis NC_011982.1

pRmeGR4b NC_019847.1

pRtrCIAT899b NC_020061.1

pSINMEO1 NC_015597.1

pMESCIO1 NC_014918.1

pAgK8ab NC_011990.1

pA etli CIAT 652 NC_010998.1

pAspH13-3a NC_015184.1

plasmido 2 chelativorans BNC1 NC_008243.1

pAspH13-3a NC_015184.1
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Listado de cromosomas de cepas de la familia Rhizobiaceae y Bradyrhizobiaceae que

conforman los diferentes subconjuntos de genomas core de ortélogos ancestrales,
calculados mediante EDGAR

Cada subconjunto varia en la cantidad de genes ortélogos que comparten (nimero de genes,

fila 1). A medida que la distancia filogenética es mayor, menor nimero de ortdlogos

conforman el core. Se incorporaron los cromosomas completamente secuenciados de S.

meliloti (ver materiales y métodos, seccidn 11.15) y cromosomas de las especies indicadas cuyo

numero de acceso se indica entre paréntesis.

Core Anc 1 Core Anc2 Core Anc3 Core Anc 4 Core Anc 5 Core Anc 6 Core Anc 7
1446 977 896 855 685 466 462
S. meliloti S. meliloti S. meliloti S. meliloti S. meliloti S. meliloti cepas  S. meliloti cepas
cepas cepas cepas cepas cepas 1021,2011, 1021,2011,
1021,2011, 1021,2011, 1021,2011, 1021,2011, 1021,2011, AK83,BL225C, AK83,BL225C,
AK83,BL225C, AK83,BL225C,  AK83,BL225C,  AK83,BL225C, AK83,BL225C, GR4, Rm41y GR4, Rm41y
GR4, Rm41y GR4, Rm41y GR4, Rm41y GR4, Rm41y GR4, Rm41y SM11 SM11
SM11 SM11 SM11 SM11 SM11
Agrobacterium Agrobacterium  Liberibacter Agrobacterium Candidatus Agromonas Agrobacterium
Radiobacter Radiobacter crescens (NC Radiobacter liberobacter oligotropha Radiobacter K84
K84 K84 019907) K84 asiaticus (NC S_58 (NC_011985)
(NC_011985) (NC_011985) (NC_011985) 020549) (NC_020453)
Agrobacterium Agrobacterium Agrobacterium Agromonas Agrobacterium
sp. H-13_3 sp. H-13_3 sp. H-13_3 caulinodans sp. H-13_3
(NC_015183) (NC_015183) (NC_015183) ORS_571 (NC (NC_015183)
009937)
Agrobacterium Agrobacterium Agrobacterium Bradirhizobium Agrobacterium
vitis S4 vitis S4 vitis S4 japonicum vitis S4
(NC_011989) (NC_011989) (NC_011989) USDA 110 (NC (NC_011989)
004463)
Agrobacterium Agrobacterium Candidatus Agrobacterium
fabrum C_58 fabrum C_58 liberobacter fabrum C_58
(NC_003062) (NC_003062) asiaticus (NC (NC_003062)
020549)
Agromonas Agromonas Mesorhizobium Agromonas
oligotropha oligotropha australicum (NC  oligotropha
S_58 S_58 019973) S_58
(NC_020453) (NC_020453) (NC_020453)
Agromonas Liberibacter Agromonas
caulinodans crescens (NC caulinodans
ORS_571 (NC 019907) ORS_571 (NC
009937) 009937)
Bradyrhizobium Bradyrhizobium
japonicum japonicum
USDA 110 (NC USDA 110 (NC
004463) 004463)
Candidatus
liberobacter
asiaticus (NC
020549)

Mesorhizobium
australicum (NC
019973)
Liberibacter
crescens (NC
019907)
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Tabla A4

Homdlogos al MPSme en el core cromosomal de S. meliloti (OC-MC) y en conjuntos core
ancestrales.

Se indica la prediccion bioinformdtica de cada ORF realizada en base a BLASTp sobre la base de datos del
GenBank (nr) y se clasifica manualmente en los grupos funcionales siguientes: H (proteina hipotética con
homoélogos en otros organismos, de funcion desconocida), M (funcion metabdlica general), F (gen
relacionado a metabolismo de bacteriéfagos), T (funcién de transporte de metabolitos), R (regulador
transcripional), A (procesamiento del ADN). De las columnas 4 a la 10 se indica si dicho gen presenta un
homodlogo a los diferentes conjuntos de genes ancestrales (Tabla A3 del Anexo), core ancestral (CA) del 1
al 7.

categ CA CA CA CA CA | CA CA

denominacién del OFR oria 1 2 3 4 5 6 7

prediccion bioinformatica de la funcion

S. meliloti mobilome final 63

Glutathione import ATP-binding protein gsiA EC 3.6.3.-

1%

. meliloti mobilome final 64

Dipeptide transport system permease protein dppC

(%

. meliloti mobilome final 65

Probable peptide ABC transporter permease protein y4tP

1%

. meliloti mobilome final 66

Glutathione-binding protein gsiB Flags: Precursor

1%

. meliloti mobilome final 71

K00852 ribokinase

(%

. meliloti mobilome final 75

hypothetical protein

(%

. meliloti mobilome final 103

SPBc2 prophage-derived DNA-binding protein HU 2

1%

. meliloti mobilome final 140

hypothetical protein

(%

. meliloti mobilome final 147

K01946 biotin carboxylase

(%)

. meliloti mobilome final 178

Rv0623-like transcription factor

1%

. meliloti mobilome final 179

hypothetical protein

(%

. meliloti mobilome final 182

60 kDa chaperonin AltName: Full Protein Cpn60 AltName: Full
groEL protein

1%

. meliloti mobilome final 231

K02056 simple sugar transport system ATP-binding protein

L4

meliloti mobilome final 235

K03335 inosose dehydratase

(%

. meliloti mobilome final 241

K10680 N-ethylmaleimide reductase

(%)

. meliloti mobilome final 303

D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase NAD-binding

1%

. meliloti mobilome final 316

Probable peptide ABC transporter ATP-binding protein y4tR

(%)

. meliloti mobilome final 340

K00135 succinate-semialdehyde dehydrogenase (NADP+)

1%

. meliloti mobilome final 393

K02030 polar amino acid transport system substrate-binding
protein

(%

. meliloti mobilome final 394

Inner membrane amino-acid ABC transporter permease protein
yecS

1%

. meliloti mobilome final 395

K09972 general L-amino acid transport system ATP-binding protein

(%)

. meliloti mobilome final 402

K00626 acetyl-CoA C-acetyltransferase

(%

. meliloti mobilome final 403

UPF0262 protein y4uD

1%

. meliloti mobilome final 456

K02053 putative spermidine/putrescine transport system
permease protein

1%

. meliloti mobilome final 457

K02054 putative spermidine/putrescine transport system
permease protein

w

. meliloti mobilome final 458

K02055 putative spermidine/putrescine transport system
substrate-binding protein

1%

. meliloti mobilome final 512

DNA-damage-inducible protein F

(%)

. meliloti mobilome final 576

hypothetical protein

(%

. meliloti mobilome final 581

hypothetical protein

1%

. meliloti mobilome final 612

K01959 pyruvate carboxylase subunit A
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S. meliloti mobilome final 640 | NUDIX hydrolase

s. meliloti mobilome final 645 CopG/Arc/Met) DNA-binding domain-containing transcriptional
regulator

S. meliloti mobilome final 666 | Arginine-binding periplasmic protein 1 Flags: Precursor

s. meliloti mobilome final 636 SK\i)rilt(;ZazeZ)-dehydro-3-deo><yphosphooctonate aldolase (KDO 8-P

S. meliloti mobilome final 734 | K0O0108 choline dehydrogenase

s. meliloti mobilome final 746 Spermidine/putrescine import ATP-binding protein potA 2 EC
3.6.3.31

S. meliloti mobilome final 803 | K0O0133 aspartate-semialdehyde dehydrogenase

S. meliloti mobilome final 841 | K07010 putative glutamine amidotransferase

S. meliloti mobilome final 845 | Glutathione transport system permease protein gsiD

S. meliloti mobilome final 919 | K01006 pyruvateorthophosphate dikinase

S. meliloti mobilome final 925 | Tetracycline resistance protein class A Short TetA(A)

S. meliloti mobilome final 982 aldo/keto reductase

S. meliloti mobilome final 983 | LysR family transcriptional regulator

S. meliloti mobilome final 993 | hypothetical protein

S. meliloti mobilome final 996 | Transcriptional regulatory protein mucR homolog

S. meliloti mobilome final 1011 | hypothetical protein

S. meliloti mobilome final 1052 | putative transmembrane protein

S. meliloti mobilome final 1059 | K01451 hippurate hydrolase

S. meliloti mobilome final 1064 | hypothetical protein

S. meliloti mobilome final 1099 | K02337 DNA polymerase Ill subunit alpha

S. meliloti mobilome final 1115 | K0O0479 Rieske 2Fe-2S family protein

S. meliloti mobilome final 1116 | ferredoxin

S. meliloti mobilome final 1120 | LuxR family transcriptional regulator

S. meliloti mobilome final 1176 | KO0812 aspartate aminotransferase

S. meliloti mobilome final 1189 | K02023 multiple sugar transport system ATP-binding protein

S. meliloti mobilome final 1241 | Leucine-responsive regulatory protein

S. meliloti mobilome final 1258 | K01915 glutamine synthetase

S. meliloti mobilome final 1296 | acetylglutamate kinase (EC:2.7.2.8)

S. meliloti mobilome final 1336 | hypothetical protein

<. meliloti mobilome final 1360 ig%ﬁ)zjnit};]d;g:z)—manno—octulosonate cytidylyltransferase (CMP-

S. meliloti mobilome final 1366 | K00384 thioredoxin reductase (NADPH)

S. meliloti mobilome final 1420 | hypothetical protein

S. meliloti mobilome final 1431 | K07062

s. meliloti mobilome final 1439 ;i)okEZapizfepiir;)nin 1 AltName: Full Protein Cpn10 1 AltName: Full

S. meliloti mobilome final 1528 | Probable cold shock protein y4cH

S. meliloti mobilome final 1582 | putative cell filamentation protein

S. meliloti mobilome final 1587 | hypothetical protein

S. meliloti mobilome final 1594 | K00832 aromatic-amino-acid transaminase
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Tabla A5

Actividades bioquimicas asociadas a la promocién de crecimiento in vitro en aislamientos
obtenidos de plantulas y semillas de alfalfa

Se abrevian los ensayos como “Prot”: proteasas; “Celu”: celulasas; “Quiti”: quitinasas; “Side”:
sideréforos; “AlA”: 4cido indol acético; “AlAc/Trip”: acido indol acético en ensayos suplementados con
triptéfano. NE: no ensayado.

AISLAMIENTOS PROVENIENTES DE PLANTULAS

SP1 Microbacterium - + NE - + - -

SP3 Exiguobacterium + + - + + _ _

SP5 Stenotrophomonas + + + - - - -

SP7 Rhizobium - - NE - - - +

SP9 Rhizobium - - NE - - - -

SP11 Pseudomonas - + NE + + + +

SP13 Pseudomonas NE + NE + - + +

SP15 Stenotrophomonas + - NE - + + NE

SP17 Rhizobium - - NE - + + NE

SP19 Paenibacillus NE NE NE - NE NE NE

SP21 Pantoea - - - + + - -

BP1 Paenibacillus - + - NE - - +

BP3 NI - - - - - - +

CP1 Staphylococcus - - - NE - - +

CcP3 NI + + - - - - +

CP5 Pantoea - - - - - - -

FP2 Arthrobacter - - - - - + +
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FP4 NI - + - NE - + +

FP6 Arthrobacter - - - - - - -

DP2 Pantoea - - - + + - +

GP1 Pantoea - - - + + - -

AISLAMIENTOS PROVENIENTES DE SEMILLAS

SS1 Microbacterium - + NE - + + +

SS3 Brevundimonas NE - NE + + - -

SS5 Bacillus - + - - - - -

SS7 Bacillus + - - - + - -

SS9 Microbacterium + + - + + - +

SS11 Microbacterium - - NE - - + +

SS13 Kocuria - + NE - + + +

SS15 Terracoccus NE NE NE - NE NE NE

SS17 Staphylococcus - - NE + NE NE NE

SS19 Sphingomonas - - - NE - - -

Ss21 Kocuria - + NE NE + - NE

DS1 Solibacillus + - NE - - - NE

DS3 Sporosarcina - - NE - - - NE

DS5 NI + + NE - - + NE

DS7 Arthrobacter - - NE - + - NE

DS9 Pseudomonas + + NE - + + NE

DS11 Bacillus + - NE - + - NE

DS13 Sanguibacter - + NE - NE NE NE
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DS15 Planococcus NE NE NE NE NE NE NE

DS17 Staphylococcus - + NE NE - - NE

DS19 Bacillus - - NE NE - - NE

DS21 Arthrobacter - - NE - + - NE

DS23 Sporosarcina - - NE NE - - NE

GS2 Curtobacterium + + NE + NE + NE

GS4 Bacillus NE NE NE - NE NE NE

GS6 Bacillus - - NE - - + NE

GS8 NI NE NE NE + NE NE NE

GS10 Exiguobacterium + + NE + + - NE

GS12 Arthrobacter + - NE - + - NE

GS14 Agrococcus - - NE - - - NE

GS16 Bacillus + - NE - + - NE

GS18 Arthrobacter + - NE - + - NE

GS20 Roseomonas - + NE - - - NE

GS22 Arthrobacter - + NE - + + NE

GS24 Arthrobacter - + NE - NE NE NE

GS26 NI NE NE NE NE NE NE NE

GS28 Janibacter + + NE - + - NE

GS30 NI NE NE NE - NE NE NE

GS32 Sphingobium - + NE NE NE NE NE

GS34 Arthrobacter - + NE - + + NE

GS36 NI NE NE NE NE NE NE NE
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GS38 Bacillus NE NE NE NE NE NE NE

FS2 Brevibacillus NE NE NE - NE NE NE

Fs4 Bacillus NE NE NE NE NE NE NE

BS2 Kocuria - + NE - + + NE

BS4 Frigobacterium NE NE NE - NE NE NE

BS6 Bacillus NE NE NE - NE NE NE

BS8 Bacillus + + NE - - + NE

BS10 Kocuria + + NE - + + NE

BS12 Pantoea - - NE - - + NE

BS14 Bacillus + + NE - + + NE

BS16 Terribacillus + - NE NE + + NE

BS18 Microbacterium NE NE NE NE NE NE NE
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Tabla A6.
Ensayo de bacteriocinas entre distintos aislamientos de la coleccién.

Se indica en la primer fila los aislamientos que sirvieron de césped y sobre los que se ensayd la
accion de bacteriocinas por parte de los aislamientos de la primer columna. Se indica como
“SI” en color naranja si se observaron halos de inhibicién y en color verde si no se observaron
halos de inhibicidn.

SS8 SP7 SP20 SP9 SP11 SP18 BP2 SP12 BP4 CP2 CP6 DP1 DP3 SS14

SS8 S

SP7

SP20

SP9

SP11 S S|

SP18

BP2 S

SP12

BP4

CP2

CP6

DP1

DP3

SS14

Tabla A7.

Cobertura promedio de los ensambles mayores a 15kpb del MPAS

Denominacion del ensamble Cobertura promedio de secuenciamiento (lecturas/kpb)
scaffold00001 120,7
scaffold00002 379,0
scaffold00004 668,2
scaffold00005 514,0
scaffold00007 86,2
scaffold00010 50,3
scaffold00012 116,6
scaffold00013 40,2
scaffold00014 107,0
scaffold00016 104,9
scaffold00017 83,2
scaffold00020 746,9
scaffold00023 2846,8
scaffold00026 39,8
scaffold00027 692,0
scaffold00028 2424,5

133




Tesis Doctoral

José Luis Lépez

scaffold00029 1275,8
scaffold00030 360,4
scaffold00032 188,2
scaffold00033 141,8
scaffold00034 1031,9
scaffold00035 58,1
scaffold00036 4736,6
scaffold00037 40,5
scaffold00038 70,1
scaffold00039 370,2
scaffold00040 42,2
scaffold00042 193,2
scaffold00043 43,3
scaffold00044 82,0
scaffold00045 384,1
scaffold00046 253,6
scaffold00047 58,8
scaffold00049 107,0
scaffold00050 62,8
scaffold00051 38,3
scaffold00052 76,6
scaffold00053 38,8
scaffold00054 1386,5
scaffold00055 66,6
Tabla A8

Detalles agronomicos y fitosanitarios de las semillas utilizadas en este trabajo.

Se indica el nombre de la variedad asociado a la letra con la que se denomina dicha variedad a lo largo

de este trabajo. Referencias: MR = moderada resistencia (15-30%); R = resistencia intermedia (> 31%) y

AR = alta resistencia (>51%).

“S”:Super “C”: GAPP “B”: “F": “D”: “G”: F111X
Monarca 810+ GAPP F401Y F301Y
909+
Grado de 8 7-8 9 6 6 5-6
reposo
invernal
Porte de planta semi erecto erecto erecto erecto semierecto
erecto
Corona intermedia amplia amplia amplia amplia muy
amplia

Antracnosis MR AR R AR R R
(Colletotrichum
trifolli)
Fusariosis AR AR R AR AR AR
(Fusarium
oxysporum)
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Fitoftora MR AR R AR AR R
(Phytophtora
megaspermal)

Pulgdn azul R AR AR R
(Arcytosiphon
kondoi)
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