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.1 Los Rizobios, la Fijacion Bioldgica de Nitrogeno
y su aplicacion en la industria biotecnoldgica

[.1.1 Importancia de la Fijacién Bioldgica de Nitrogeno

El Nitrégeno (N) es uno de los cinco elementos mds abundante en el sistema solar
y es esencial para la sintesis de dos biopolimeros importantes para la vida como son
los acidos nucleicos y las proteinas. A pesar de ser un elemento abundante en la Tierra,
la gran mayoria se encuentra en la atmésfera como dinitrégeno (N;). En cambio, los
nitritos (NO3’) y el amonio (NH4"), que son los iones mas requeridos en los ecosistemas
terrestres y marinos, se encuentran en cantidades limitantes, en especial en los
agroecosistemas (Canfield et al., 2010).

El N, es considerado una “molécula inerte” debido a la gran energia que se
requiere para romper el triple enlace que une ambos dtomos de nitrégeno (N=N). En la
naturaleza, uno de los procesos fundamentales que logra reducir N, a NH;" es la
fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN). Este proceso es llevado a cabo solo por
organismos procarioticos (tanto bacterias como arqueobacterias) ya sea en vida libre
como en simbiosis con plantas. Para que ocurra este proceso, resulta necesaria la
accién de un complejo enzimatico llamado nitrogenasa, que utiliza la energia
resultante de la hidrdlisis de 16 moléculas de ATP para reducir cada molécula de N, a
NH," (Halbleib y Ludden, 2000).

A pesar de que la nitrogenasa esta ampliamente distribuida en distintos linajes de
procariotas, muchos de ellos no son capaces de fijar N, y utilizan el NH," directamente
del ambiente o reducen NO; a NH,". A su vez, el NH;" puede retornar al ambiente
como NOjs (en presencia de O,) a través del proceso denominado nitrificacién, el cual
es realizado gracias a la accidén de bacterias o arqueobacterias que poseen la enzima
amonio monooxigenasa (Canfield et al., 2010). En ausencia de oxigeno, algunos
microorganismos pueden usar el NO3 como ultimo aceptor de electrones en la cadena
respiratoria y transformarlo en NH;" (reduccién no asimilatoria de nitrato a amonio o
DNRA) o en N, (desnitrificacién) (Demaneche et al., 2009). Ademads, el N, puede volver
a la atmosfera a través de la oxidacion de NH." (oxidacidn anaerdbica de amonio)
(Figura I.1).
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Figura |1.1 — Proceso de conversion de Nitrogeno mediada por bacterias y
arqueobacterias. El N, atmosférico es reducido a NH," mediante la Fijacién Bioldgica
de Nitrégeno (FBN). A su vez, el NH, puede ser oxidado a través del proceso de

nitrificacion generando NO; . Este compuesto puede ser transformado a NH," a través del
proceso de reduccidon no asimilatoria de nitrato a amonio (DNRA) o a N, mediante el
proceso de desnitrificacion. Extraido y modificado de Kellogg y col. (2016).

A partir del siglo XX, el ciclo del nitrégeno ha sido perturbado por el hombre
mediante varias prdcticas, como por ejemplo el uso de fertilizantes biolégicos para
aumentar los rendimientos de los cultivos y la produccién industrial de NH," a partir de
N, (mediante el proceso Haber-Bosch).

Uno de los principales problemas del uso de fertilizantes nitrogenados reside en
que solo el 40% del NH," aplicado es transformado a biomasa. La parte restante drena
en el suelo quedando lejos del alcance de las raices o retorna a la atmdsfera mediante
el proceso de desnitrificacién (Canfield et al., 2010). El aumento en este proceso, dado
por un exceso localizado de NH,", trae aparejado otros problemas en los suelos y el
agua como son la hipoxia (por el consumo de oxigeno durante la nitrificacidn), la
eutrofizacién de aguas superficiales y subterraneas, y la produccién de intermediarios
de nitrégeno como el N,0, que es un producto muy nocivo para la capa de ozono y
contribuye al calentamiento global (Ravishankara et al., 2009).

Para evitar que se continle agravando esta situacién debido al uso de fertilizantes
nitrogenados, Canfield y colaboradores (2010) propusieron la implementacién de
varias estrategias como por ejemplo (i) rotacién sistematica de cultivos para evitar la
deplecién de nitrégeno de los suelos, (ii) optimizacién de la periodicidad y cantidad de
fertilizante que se aplica actualmente, (iii) obtencién de variedades de plantas
cultivables genéticamente modificadas que mejoren la eficiencia del uso del nitrégeno,
(iv) utilizacién de cultivos que produzcan inhibidores del proceso de nitrificacién, (v)
optimizacién y desarrollo de cultivos capaces de establecer relaciones simbidticas con
bacterias fijadoras de nitrégeno.

Este ultimo abordaje de optimizacion de relaciones simbidticas fijadoras de
nitrogeno representa la principal meta de nuestro laboratorio. En las secciones
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siguientes seran abordadas las problematicas asociadas a la eficiencia simbidtica,
particularmente del par Bradyrhizobium diazoefficiens-soja, enfocando el estudio
sobre esta especie de bacteria fijadora de nitrégeno.

[.1.2 Los rizobios

Dentro de las bacterias fijadoras de nitrégeno encontramos a los rizobios,
llamados asi dada su capacidad de colonizar e infectar las raices de las plantas
pertenecientes a la familia de las leguminosas. Dentro de los rizobios, encontramos
bacterias pertenecientes al género Bradyrhizobium, Azorhizobium, Methylobacterium,
Mesorhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium (todas ellas a-Proteobacterias) y Wautersia
y Burkholderia (B-Proteobacterias) (Lloret y Martinez-Romero, 2005). Estos rizobios
comparten ciertas caracteristicas, son bacilos Gram-negativos, no esporulantes,
aerdbicos y/o microaerdbicos (Jordan, 1984).

Los estilos de vida de los rizobios son muy diferentes ya que pueden encontrarse
en vida libre en el suelo (ya sea en estado plancténico o en estado sésil) o como
endosimbiontes fijadores de nitréogeno dentro de los nédulos que se forman en las
raices de las plantas hospedantes. Dentro de estos drganos nuevos desarrollados por
las plantas, los rizobios sufren una diferenciacién (producto de un programa genético
complejo) transformandose a en bacteroides (Oldroyd et al., 2011). Los bacteroides
son capaces de transformar N,a NH," (a través del complejo nitrogenasa) mediante la
FBN, e inmediatamente la planta lo convierte en glutamina para poder asimilarlo. A
cambio del nitrégeno otorgado, los bacteroides toman de la planta acidos
dicarboxilicos, los cuales utilizan como fuente de carbono y energia (Prell y Poole,
2006).

Simbiosis Rizobio-leguminosa

Para iniciar el proceso de simbiosis es necesario que ocurra un intercambio de
sefiales entre la planta hospedante y el rizobio, previo a la infeccién (Jiménez-Guerrero
et al., 2017). Este evento comienza con la liberacién de sefiales quimicas provenientes
de ambos organismos. En un primer momento, la planta libera flavonoides
(metabolitos fenilpropanoides) a través de los exudados radicales. Estas moléculas
actian como inhibidores de crecimiento de bacterias y hongos patdgenos, sin
embargo, algunas de ellas son capaces de promover el crecimiento y/o actuar como
moléculas quimioatrayentes de los rizobios del suelo (Cooper, 2007). Por su parte los
rizobios son capaces de reconocer los flavonoides a través de un factor transcripcional
llamado NodD, a través del cual se induce la expresidon de genes necesarios para la
sintesis de un lipoquitooligosacarido denominado Factor Nod (Downie, 2010). Este
compuesto es reconocido por la planta y su accién es importante para el
reconocimiento y la especificidad del proceso simbidtico (Downie, 2010). Ademas, el
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Factor Nod interviene en el proceso de sefalizacidén inicial que desencadena la
formacién del primordio de nédulo (Ferguson et al., 2010).

La organogénesis del ndédulo involucra varias etapas (Figura 1.2). En primera
instancia, el rizobio encuentra la raiz y es capaz de adherirse a la superficie de la
misma. La infeccion solo puede darse en una regién acotada de la raiz conocida como
la region de pelos radicales emergentes (Bhuvaneswari et al., 1980). Pasadas 6-8 hs.
luego de la adhesidn, se produce la deformacién de los pelos radicales emergentes
generando un enrulamiento de los mismos (Ferguson et al., 2010; Patriarca et al.,
2004). Luego se produce la degradacion del mucilago y la pared celular de la zona
radical, lo que le permite al rizobio infectar la raiz formando un hilo de infeccidn (Gage,
2004). Este hilo de infeccidn consiste en una estructura tubular en las células de
epidermis de la planta, donde la bacteria es capaz de proliferar y prolongar esta
estructura hasta alcanzar las células corticales. En cada hilo de infeccién sélo una
célula -0 a lo sumo dos- penetran en esta estructura (infeccién clonal). Luego, se
dividen completando el avance a través del hilo de infeccién y logran alcanzar el
nddulo en formacion. Los rizobios también pueden infectar las raices a través de
alguna rotura en los pelos radicales (crack entry) e invadir las células corticales sin la
necesidad de formar un hilo de infeccion (Oldroyd y Downie, 2008).

Paralelamente a la formacion del hilo de infeccién, las células corticales de la
planta comienzan a dividirse y se forma el primordio de nddulo. Existen dos tipos
diferentes de nddulos denominados determinados e indeterminados (Popp y Ott,
2011). El programa de formaciéon y diferenciacion de cada uno depende de la
leguminosa (Limpens et al., 2005). La principal diferencia entre ellos es que los nédulos
determinados se forman en la corteza externa o media de la raiz y tienen forma
esférica, mientras que los nddulos indeterminados lo hacen en la corteza interna y
presentan meristema persistente, por lo que resultan ovoides (Ferguson et al., 2010).

Durante el desarrollo del nédulo maduro, el rizobio es liberado del hilo de
infeccion por endocitosis quedando recubierto de la membrana plasmatica del
huésped formandose lo que se conoce como simbiosoma. La bacteria continta
dividiéndose dentro del huésped para luego diferenciarse a bacteroide. Para que
ocurra esta diferenciacion se requieren numerosos cambios a nivel transcripcional que
le permiten a los bacteroides vivir dentro de las células de las plantas y adaptar su
metabolismo para ser capaces de fijar N, (en conjuncién con una baja presién parcial
de O, en los nédulos gracias a la presencia de leg-hemoglobina). Los bacteroides son
células mas alargadas, con baja tasa de crecimiento y no poseen flagelos (Kondorosi et
al., 2013).
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Figura |.2 — Modelo esquematico de la formacioén y desarrollo de los nédulos de
leguminosas. El intercambio de sefiales comienza en la rizésfera, donde la planta libera
flavonoides los cuales son detectados por el rizobio e induce la produccion del factor Nod. La
planta responde a la presencia del factor Nod e induce una curvatura en el pelo radical. El
rizobio es capaz de infectar el pelo radical y formar el hilo de infeccidn. Las células corticales
de la planta comienzan a dividirse formando el primordio del nédulo. Luego el rizobio es
liberado por endocitosis y se diferencia a bacteroide y es capaz de realizar la FBN. Modificado
de Gibson y col. (2008).

En resumen, para que el proceso de formacion de nédulos y la FBN sean posibles,
son necesarios numerosos cambios transcripcionales tanto en la planta como en el
rizobio. Este proceso es sumamente complejo y requiere de la coordinacién de
numerosos procesos independientes, como son el intercambio de sefiales, la infeccidn,
y la diferenciacion de ambos organismos. Cada par simbidtico ha desarrollado
diferentes estrategias a nivel molecular para lograr coordinar todas las etapas
nombradas anteriormente y finalmente establecerse una simbiosis exitosa (Jiménez-
Guerrero et al., 2017).

Simbiosis Bradyrhizobium-Soja

La soja es una leguminosa conocida por su valor nutricional. Principalmente el
poroto de soja contiene gran cantidad de proteinas comparado con otros cultivos y es
por esta razon que la demanda de N por parte de esta planta es muy elevada (Patil et
al.,, 2017). Desde hace tiempo, existen productos comerciales llamados inoculantes
(biofertilizantes) los cuales son utilizados para aumentar el rendimiento de estos
cultivos, aprovechando la capacidad de FBN de los rizobios que establecen simbiosis
con esta planta (Lodeiro, 2015). Para la formulacion de estos productos se utilizan
rizobios del género Bradyrhizobium (B. japonicum, B. diazoefficiens y B. elkanii),
aunque estos no son los Unicos rizobios capaces de nodular soja.
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En Argentina, la produccion de soja ha ido aumentando a lo largo de estos ultimos
afos estableciéndose como el tercer productor mundial de esta leguminosa, luego de
Estados Unidos y Brasil, y consoliddndose como uno de los principales exportadores de
este producto (http://www.bolsadecereales.com/; https://inta.gob.ar/).
Paralelamente a este aumento de la produccién y en pos de una agricultura
sustentable, se han utilizado inoculantes biolégicos para aumentar el rendimiento del
cultivo. Estos productos han sido aplicados en los campos argentinos desde hace mas
de tres décadas y han sido muy aceptados gracias a su bajo costo y su simple
aplicacion (Lodeiro, 2015). Sin embargo, el aumento de la produccién parece haber
alcanzado una meseta, porque la cantidad de drea de soja cultivable parece haber
alcanzado un maximo (Lodeiro, 2015). Es asi que para aumentar la produccion es
necesario aumentar la productividad por hectarea. De esta forma, la mejora de los
inoculantes hasta ahora utilizados y mejoras en su aplicacidén cobran preponderancia y
son objeto de desarrollo agrobiotecnoldgico.

.1.3 Problematica del uso de inoculantes para soja

En suelos donde se han realizado camparias sucesivas de siembra de soja junto
con la aplicacién de inoculantes, se observa que la ocupacidn de nddulos por el rizobio
proveniente del inoculante representa sélo un 5-20% del total de nédulos que la planta
logra generar. El resto proviene de cepas que se encuentran en el suelo y que en parte
derivan de inoculaciones anteriores (McDermott y Graham, 1989). Loureiro y
colaboradores (2006) han determinado que luego de 18 afios sucesivos de utilizacién
de inoculantes, los rizobios que se establecieron en el suelo presentaban nuevos
perfiles genéticos. Esta diversidad podria tener un origen en la transferencia horizontal
de genes entre las bacterias presentes en el suelo y las que se han utilizado en los
bioinsumos. La problematica que se genera debido a este fendmeno es que
generalmente los rizobios del suelo que sufrieron estos cambios genéticos a lo largo
del tiempo, perdieron su capacidad de FBN, aunque al mismo tiempo lograron ser mas
competitivos para la ocupacion de ndédulos (Sadowsky y Graham, 1998). Este
fenédmeno se conoce como el problema de la competicidn para la nodulacién. En
nuestro laboratorio, desde hace mas de 20 afios se ha encarado este tema intentando
dilucidar las variables que lo generan y posibles soluciones.

Parte de esta problematica estd relacionada con la manera en que se practica el
proceso de inoculacion actualmente. EI mismo consiste en la mezcla de un
concentrado de bacterias junto con las semillas, previo a su siembra. Durante este
proceso, puede generarse una distribucion heterogénea de la cantidad de producto en
las semillas y un decaimiento de la viabilidad de los rizobios al momento de realizarse
la siembra.
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Otra de las variables es el tipo de adhesién que se produce entre la bacteria y la
superficie de la semilla. Una vez que la semilla inoculada se coloca en el surco de
siembra y se produce la germinacion, las bacterias que estan adheridas al tegumento
de la semilla deben desprenderse y desplazarse hacia la zona de la raiz emergente
susceptible a la infecciéon (Bhuvaneswari et al., 1980). A mayores tiempos, se produce
una adhesion irreversible de las bacterias que dificulta su posterior desprendimiento
(Smit et al., 1992). Ademas, en el laboratorio determinamos que la movilidad vertical
de las bacterias es escasa. Por este motivo, las bacterias que estan establecidas en el
suelo tienen una posicién ventajosa respecto de las del inéculo y por lo tanto son
capaces de encontrar las raices, e infectarlas, mas facilmente. Este es uno de los
aspectos mas importantes que hace que la poblacion establecida sea mas competitiva
gue el inoculante.

Una de las posibles soluciones que hemos explorado consiste en un cambio en el
método de inoculacion. Este método, conocido como inoculacién en el surco se
siembra, se realiza colocando el inoculante 5 cm por debajo de la semilla. Esto mejora
la posicién de la bacteria del inoculante y por lo tanto su competitividad con respecto a
la poblacién naturalizada (Lopez-Garcia et al., 2009). Esta tecnologia se encuentra
disponible para su uso, pero su implementacion requiere gran cantidad de inoculante
liquido que deberia ser transportado a la zona de aplicacidn, lo que elevaria los costos
del proceso. La otra solucidn propuesta se basé en tratar de mejorar la movilidad de
los rizobios inoculados sobre las semillas. Para ello, en nuestro laboratorio se obtuvo
una cepa con mayor capacidad de natacion (Althabegoiti et al., 2008), la cudl presenté
también mayor capacidad de adhesion e infeccidn a raices en ensayos de laboratorio.
Ademas, cuando esta cepa fue utilizada en ensayos a campo (donde las bacterias del
inoculante compiten con la poblacidon de bacterias del suelo), se observé que ocupd
una mayor proporcién de nédulos con respecto a la planta inoculada con la cepa
salvaje y asimismo se obtuvo un aumento significativo del rendimiento en grano
(Althabegoiti et al., 2008; Lopez-Garcia et al., 2009).

Si bien la capacidad de natacion resultd un factor clave para la competitividad de
la cepa utilizada en el inoculante, la habilidad de movimiento parece cobrar relevancia
en ciertas condiciones hidricas. Cuando el sustrato estd sobresaturado de agua
(condicién equivalente a inundacién), aquellas cepas capaces de moverse pueden
ocupar mayor nimero de nddulos en ensayos de competicion frente a cepas inmoviles
(Althabegoiti et al., 2011). Sin embargo, esto no se observa cuando el sustrato esta a
capacidad de campo. De esta manera, la capacidad de movimiento de las cepas
utilizadas cobra importancia solamente en medios liquidos, o en medios porosos que
se encuentran anegados.

Estas observaciones, sumado a la presencia de dos tipos de flagelos en B.
diazoefficiens (Capitulo 1.2), motivd un cambio de rumbo en los trabajos de
investigacion de nuestro grupo, principalmente para entender como hace esta bacteria
para moverse, como regula la sintesis de sus flagelos, qué factores modulan su
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performance de natacion en diferentes hdbitats (inclusive en la complejidad del suelo)
y finalmente, como aplicar los conocimientos adquiridos para mejorar la formulaciéon
de inoculantes. A lo largo de este Capitulo desarrollaremos en mas detalle las
particularidades de estos dos sistemas flagelares.

[.2 La movilidad bacteriana

[.2.1 Importancia general en bacterias

La capacidad de movimiento de las bacterias cobra gran importancia cuando las
mismas se encuentran en estado planctdnico, en vida libre. Incluso para aquellos
microorganismos que infectan un hospedador (ya sea patdgenos o simbiontes), la
capacidad de moverse a través de mecanismos propios y no por simple difusién o
movimiento Browniano, le confiere importantes ventajas.

El desplazamiento cerca de superficies es un ejemplo de algunas de estas ventajas.
Mediante el nado cerca de superficies (near surface swimming), las bacterias son
capaces de desplazarse en paralelo a una superficie (bidtica o abidtica) y de esta
manera alcanzar un sitio adecuado (como por ejemplo una herida) para infectar un
hospedador, o en cambio, mediante el uso de mecanosensores establecerse en un
nuevo nicho formando biofilms. Otra gran ventaja que poseen las bacterias que
pueden movilizarse es la capacidad de detectar sefales del ambiente y en respuesta a
ello desplazarse hacia lugares mas favorables (Chaban et al., 2015). Esto se conoce
como natacién dirigida (directed swimming). De esta manera, las bacterias son capaces
de alejarse de una sustancia nociva o acercarse a una zona rica en nutrientes. En un
primer momento, este proceso fue denominado quimiotaxis (por la respuesta a la
concentracion de diferentes sustancias quimicas), pero existen otros estimulos que
pueden ser percibidos por las bacterias. Ejemplos de ello son la fototaxis (respuesta a
la luz), reotaxis (respuesta a corrientes de liquido), osmotaxis (respuesta a la
osmolaridad), termotaxis (respuesta a la temperatura) y tigmotaxis (respuesta a
vibraciones) (Chaban et al., 2015).

.2.2 Tipos de movimiento

Las células procariotas son capaces de moverse en medios acuosos como también
sobre superficies mediante mecanismos activos muy diversos, entre los que se
encuentran el swimming (natacién), swarming (movimiento en enjambre o en grupo
sobre superficies), gliding (movimiento mediante el uso de adhesinas) o twitching
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(movimiento mediado por pili o fimbria) (Figura 1.3). Para que estos tipos de
movimiento sucedan es necesaria la sintesis de ciertas estructuras, que funcionan
como nanomotores y les permiten desplazarse (Jarrell y McBride, 2008). Otros tipos de
movimiento son pasivos y utilizan otras ventajas fisicas u otros organismos para
llevarlas a cabo, como por ejemplo el floating o sliding. A continuacién, realizaremos
una breve resefia de cada una de estas formas de movimiento.

Swimming y Swarming

Los movimientos de swimming y swarming requieren la presencia de un largo
apéndice extracelular llamado flagelo que, al rotar, genera la propulsién del cuerpo
bacteriano.

El movimiento de swimming (natacién) es utilizado para movimiento en medios
acuosos. Mediante este tipo de movimiento la bacteria es capaz de realizar
nearsurface swimming y directed swimming, como hemos mencionado previamente
en la introduccion de esta seccidn. EIl movimiento de natacién es el mecanismo mas
veloz mediante el cual las bacterias son capaces de desplazarse individualmente,
nadando a velocidades entre 25-160 um/s, dependiendo la especie bacteriana (Jarrell
y McBride, 2008).

Por otro lado, el movimiento tipo swarming es un movimiento multicelular (en
masa) que se realiza sobre una superficie. Para realizar este tipo de movimiento, las
bacterias suelen hiperflagelarse (aumentan la cantidad de flagelos sintetizados), y
secretan sustancias surfactantes. Ademads, se requiere una coordinacion para el
movimiento en masa mediante quorum sensing (Harshey, 2003).

Twitching y Gliding

Existen diversas especies de bacterias que son capaces de moverse sobre una
superficie utilizando mecanismos independientes de los flagelos. Dos de estos tipos de
movimientos se denominan twitching y gliding. La primera forma de movimiento es
realizada gracias a la accion de otro apéndice denominado pilus tipo IV (Mattick, 2002).
Esta estructura es capaz de extenderse y adherirse a una superficie que se encuentra
en un sitio lejano, y luego el cuerpo bacteriano es desplazado hacia alli gracias a la
retraccién de los pili (Skerker y Berg, 2001). Este mecanismo descripto anteriormente
genera que este tipo de movimiento sea espasmddico y solo llega a alcanzar una
velocidad de 0,05-1 um/s (Jarrell y McBride, 2008).

El movimiento tipo gliding en cambio, suele utilizar adhesinas y produccién de
exopolisacdridos (EPS) para deslizarse sobre superficies. Este mecanismo es muy
diverso y complejo, y hasta el momento solo se ha descripto en bacterias como
Flavobacterium johnsoniae, Myxococcus xanthus y Mycoplasma mobile. La velocidad
mediante este tipo de movimiento es tan variada como los mecanismos de accién
involucrados en cada microorganismo y pueden ir desde 2-4 um/s a 2-4 um/min
(Jarrell y McBride, 2008).
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Figura 1.3 — Tipos de movimiento bacterianos. La imagen muestra cuatro tipos de
movimiento activo (swimming, swarming, twitching y gliding) y entre paréntesis se muestran las
estructuras que son requeridas para realizarlos. Ademas, se muestra el esquema de un tipo de
movimiento pasivo (sliding) propulsado por el crecimiento y la liberacion de sustancias
surfactantes. Extraido y modificado de Kearns (2010).

Mecanismos de movimiento pasivos

Algunas bacterias pueden moverse mediante mecanismos pasivos realizando
floating, que consiste en la flotabilidad de células mediante la formacién de vesiculas
de gas que le permiten moverse en columnas de agua. Este mecanismo se da
generalmente en bacterias acudticas y arqueobacterias. Otro tipo de movimiento
pasivo es el sliding, el cual se produce a través del crecimiento bacteriano sumado a la
liberacion de sustancias surfactantes que le permiten “resbalar” sobre la superficie
(Kearns, 2010).

Las bacterias del suelo, ademas, utilizan otros organismos que habitan en el
mismo ambiente para moverse (foresis), entre los que se encuentran nematodos y
micelios de hongos (Horiuchi et al., 2005; Kohlmeier et al., 2005). Por otro lado, ciertos
procariotas que son parasitos intracelulares manipulan la maquinaria del huésped
(polimerizacién polar de actina) para migrar de una célula a otra (Jarrell y McBride,
2008).

[.3 Movimiento bacteriano mediante flagelos

[.3.1 Descripcion general
Los flagelos son estructuras muy complejas compuestas por 30-50 proteinas
distintas dependiendo de la especie bacteriana. Ademas, cada componente es
requerido en distinta cantidad de copias que van desde unas pocas a decenas de miles
de mondémeros (Chaban et al.,, 2015). El apéndice externo del flagelo tiene forma
helicoidal y su longitud promedio es de 10 um (Saier, 2013). Teniendo en cuenta que
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las bacterias miden entre 0,5-5 um de largo, el flagelo puede superar, segln la especie,
varias veces el largo del cuerpo bacteriano.

Como mencionamos anteriormente, el flagelo le permite a la bacteria desplazarse
a gran velocidad en medios liquidos mediante el movimiento de natacién o sobre
superficies realizando swarming. El rango de velocidades que la bacteria puede
alcanzar utilizando esta maquinaria depende de muchos factores, como son la forma
de la bacteria, la fuente de energia que utiliza el motor del flagelo para rotar y las
proteinas que forman parte de la estructura de ese motor (Kearns, 2010). Otro factor
importante que afecta el funcionamiento del flagelo responde al estado metabdlico
energético en que se encuentre la célula. Se estima que los flagelos pueden llegar a
consumir hasta el 2% del total de los recursos metabdlicos de una bacteria (Guttenplan
y Kearns, 2013; Cogo et al., 2018). Ademas, la capacidad de movimiento depende
fuertemente del ambiente en que la bacteria se encuentre. La velocidad de nado en
medios viscosos o tortuosos (como podria ser sobre las raices o entre las particulas del
suelo) se vera mucho mas reducida o en todo caso, interrumpida.

Los flagelos son estructuras que se encuentran altamente conservadas en todas
las bacterias, sin embargo, el patron de flagelacién varia entre especies. Pueden estar
ubicados en un polo de la bacteria o en los laterales, y pueden ir desde 1 a 25 en
Bacillus subtilis, hasta algunos cientos en Vibrio parahaemolyticus. Esta variablilidad
hace que la localizacion y el nimero de flagelos en cada bacteria sea muy particular
(Schuhmacher et al., 2015). Asi, la cantidad y localizacién de los flagelos que cada
especie posee determinan patrones de flagelacién llamados monétrico, anfitrico,
lofétrico y peritrico (Figura 1.4). Aquellas bacterias que presentan dos sistemas de
flagelos independientes, como por ejemplo B. diazoefficiens, presentan dos patrones
de flagelacién (monétrico para el flagelo subpolar y peritrico para los flagelos
laterales).

En ciertas bacterias, se han descripto mecanismos y proteinas especificas
(denominadas “landmark proteins”) responsables de la ubicacién del flagelo en una
posicion determinada del cuerpo bacteriano. Ademas, el patrén de flagelacion puede
modificarse en funcion de diferentes condiciones ambientales o a lo largo del ciclo
celular. Incluso, en algunos casos, se ha observado que el contacto con una superficie
puede inducir un aumento en la cantidad de flagelos sintetizados (Schumacher et al.,
2015).
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Polar
monotrico

anfitrico/lofotrico

Helicobactes pyforl wANGED Campylobacter jejuni

Lateral
peritrico

Figura 1.4 - Patrones de flagelacion en diversas especies bacterianas
visualizadas a través de microscopia electrénica. Flagelacion polar: P. aeruginosa, C.
crescentus (mondtrico), H. pylori (lofétrico), C. jejuni (anfitrico). Flagelacion lateral: B. subtilis y
E. coli (peritrico). Extraido y modificado de Schuhmacher y col. (2015).

Estructura del flagelo bacteriano

El flagelo consta de tres partes principales denominadas cuerpo basal, gancho y
filamento (Macnab, 2003). Ver Figura |.5

Cuerpo basal

El cuerpo basal es la estructura anclada a la pared bacteriana que transmite el
torque producido por el motor hacia el gancho y luego al filamento. Estd compuesto
por una serie de anillos integrados en cada una de las membranas bacterianas, y
atravesados por un bastén. En la membrana citoplasmatica se encuentra inserto uno
de los anillos, denominado anillo MS, un bastdn que atraviesa el espacio peripldsmico,
un anillo P en la pared de peptidoglucano (solo en bacterias Gram negativas), y un
anillo L integrado a la membrana externa. Ademas de estos anillos anclados a
membrana, también se forma un anillo C en el citoplasma formado por las proteinas
FliM y FliN que participan en la modificacion de la direccidn de natacion de la bacteria
en respuesta a sefiales ambientales (Macnab, 2003).
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Figura 1.5 - Componentes del flagelo bacteriano. La imagen muestra a la izquierda los tres
componentes principales del flagelo: cuerpo basal, gancho y filamento. A la derecha se muestran las
subestructuras que componen el cuerpo basal en colores y en gris se esquematiza como se exportan las
proteinas del bastdn, gancho y filamento. Imagen extraida y modificada de Chaban y col (2015).

El bastdon es la primera estructura cilindrica sintetizada de caracter rigido que
actla como eje de transmision del torque hasta el gancho. El bastdn se extiende desde
el anillo MS, atraviesa la membrana externa y se comunica con el gancho y se divide en
dos subestructuras, un bastén proximal y bastén distal. Los nombres se refieren a la
ubicacién, siendo el bastén proximal el que se ubica mas cerca del anillo MS, y el
bastdn distal el que se encuentran cerca del gancho. (Imada, 2018).

Otra de las estructuras necesarias para el funcionamiento del flagelo es el motor.
Esta estructura estd compuesta por dos partes: un estator, formado por dos proteinas
de membrana denominadas MotA y MotB que se encuentran unidas de manera no
covalente con la pared de peptidoglucano; y un rotor formado por FliG que se
encuentra unido no covalentemente al anillo MS y a las proteinas Mot y es importante
para la generacion del torque que permitira la rotacion del filamento y para cambiar la
direccién de movimiento (switch) del flagelo.

El motor aprovecha la diferencia de potencial quimico (fuerza proton motriz)
producido por la diferencia de concentracién de protones (H') existente entre el
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espacio periplasmico y el citoplasma bacteriano. El paso de iones ocurre a través de un
canal formado por el estator y rotor. Generalmente el H" se une a residuos
conservados de MotB, causando un cambio conformacional que es trasladado al rotor
y luego hacia las estructuras tubulares del bastén, gancho y filamento. Finalmente el
H* es liberado en el interior celular y el estator retorna a su conformacién original
(Macnab, 2003). En bacterias marinas como V. parahaemolycus se ha encontrado que
la fuerza del motor proviene del flujo de iones sodio (Na*) en lugar de H*. En estas
bacterias, las proteinas homadlogas de MotAB se denominan PomAB (Baker y O’ Toole,
2017).

Asociados al anillo citoplasmatico se ubica un complejo de proteinas que
intervienen en la secrecién de proteinas extracelulares formando un sistema de
secrecion tipo Il (SSTIIl). Estas proteinas reclutan, desestructuran y exportan
proteinas que van a formar las estructuras tubulares: bastdn, gancho y filamento del
flagelo. Este sistema de secrecidon especializado es muy parecido a otros SSTIII no
flagelares. Primero, se forma un canal en el centro de la estructura naciente y luego,
las subunidades que atraviesan el mismo difunden a través de él y se ensamblan
cuando alcanzan el extremo de la estructura que se esta sintetizando.

Gancho

El gancho es la primera estructura cilindrica que se ubica fuera de la bacteria y
funciona como un empalme universal entre la estructura anclada a membrana y el
filamento. Dada la flexibilidad de esta estructura, es capaz de transmitir el torque
producido en cada revolucion del motor a través del bastdn, hacia la estructura coaxial
del filamento de una manera constante y suave. Gracias a esta estructura, las bacterias
gue poseen mas de un flagelo logran ubicarlos en una Unica direccién, enroscarlos
formando “manojos”, y de esta manera consiguen sincronizarlos para trasladarse en
un sentido determinado (Imada, 2018). Ademas, entre el filamento y el gancho, se
ubican otras proteinas de unidn que sirven de adaptadores entre ambas estructuras y
permiten el correcto ensamblado de las mismas (Imada, 2018).

Filamento

El filamento también es una estructura cilindrica, mucho mas larga que el gancho
y con forma helicoidal que, al rotar a modo de hélice, genera la propulsién que le
permite a la bacteria moverse. Esta estructura estd compuesta por miles de proteinas
llamadas flagelinas y es la principal estructura que se observan en las microscopias
electronicas de barrido o de transmision (tincién negativa).
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[.3.2 Ensamble del flagelo

En general las subestructuras flagelares son ensambladas en orden y de manera
secuencial, comenzando por las estructuras proximales hacia las distales. Ello quiere
decir que su sintesis se inicia con el ensamblaje de proteinas integrales de membrana,
luego con componentes peripldsmicos y finalmente componentes que se encuentran
en el exterior celular (Macnab, 2003). En general, las proteinas flagelares se mantienen
conservadas en los distintos microorganismos, al igual que la forma en que son
ensambladas. En la Figura S.1, que se encuentra adjuntada en este trabajo, se graficé
una imagen del flagelo con cada una de las proteinas que lo conforman que permitira a
los lectores comprender mejor cémo se ubican y ensamblan dentro de la estructura.

Uno de los primeros eventos de ensamblaje del flagelo comienza con la insercién
de componentes de membrana (anillos MS-L-P) en su respectiva posicién mediante el
sistema Sec-pathway (Homma et al., 1987; Macnab, 2003). Mediante este mecanismo,
y sin el requerimiento de ninguna otra proteina flagelar, se ensambla inicialmente el
anillo MS, la primera subestructura del flagelo formado por la proteina FliF. Este
primer anillo actla como guia para el montado de las subestructuras del rotor y switch
del flagelo, ademas de conectar (via FliE) con el bastdn y favorecer el reclutamiento del
aparato de exportacién del SSTIII.

FliG es la proteina que forma el rotor y junto con FliM y FliN (que componen el
anillo C encargado del switch del flagelo) parecen autoensamblarse a continuacion de
FliF. En cambio, las proteinas que componen el estator, MotA y MotB, no son
ensambladas en un momento particular durante la formacién del flagelo, sino que
pueden insertarse en la membrana en cualquier instante. Estas proteinas del estator
interactlan constantemente con las proteinas del rotor y anillo C. Ademas de estas
proteinas, existe otra proteina denominada FliL que interacciona con el estator, y dicha
unién estabilizaria el flagelo cuando la viscosidad del medio es elevada (Partridge et
al.,, 2015; Zhu et al., 2015). Al igual que las proteinas Mot, las proteinas FliL se
sintetizan en mayor cantidad de acuerdo con un aumento de la viscosidad del medio
(Baker y O'Toole, 2017).

Los Anillos L y P estan formados por las proteinas Flgl y FIgH respectivamente.
Ambas proteinas poseen un péptido de sefalizacidon que resulta indispensable para la
exportacion primaria o a través de Sec-pathway. El momento de exportacidn de estas
proteinas no se conoce, incluso podrian encontrarse como monémeros en la pared o
membrana antes del ensamblaje del anillo MS. Particularmente, Flgl necesita de una
chaperona FlgA, la cual evita la protedlisis de esta proteina en el espacio periplasmico
(Nambu y Kutsukake, 2000).

Una vez formados los anillos MS y C, es necesario que se ensamble el SSTIII para
poder exportar las proteinas del bastén, gancho y filamento.
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El SSTII esta conformado por tres proteinas solubles (FliH, Flil y FliJ) y seis
proteinas asociadas a membrana (FIhA, FIhB, FliO, FliP, FliQ y FliR). Las tres proteinas
citosdlicas (FliHIJ) forman el complejo ATPasa, mientras que FIhAB y las FIiOPQR
forman el canal de exportacion dentro del anillo MS (Minamino et al., 2008).

El proceso de exportacion es realmente complejo (Ver Figura 1.6). FliH actua como
estator y es responsable de un gran nimero de interacciones con otras proteinas del
sistema de secrecién o del anillo C. Principalmente, FliH forma un complejo con Flil,
que es la proteina que posee actividad ATPasa. FliJ por su parte, actia como
chaperona general de las proteinas que seran exportadas a través del sistema. De esta
manera, FliJ se une a un sustrato determinado y se une con FliHI, el cual en un primer
momento se encuentra interaccionando con el anillo C (FIiN). Producto de la unién con
la chaperona, el nuevo complejo FliHIJ se libera del anillo C e interacciona con FIhA,
alcanzando el canal de exportacién. Luego, el sustrato comienza a ser exportado a
partir de la region N-terminal mediante un sistema antiporte (Proteina-flujo de H").
Luego, Flil degrada ATP y de esta manera consigue separarse el complejo FliHlJ, liberar
el canal de exportacién y reiniciar el proceso (Minamino et al., 2008).

FIhB participa de la especificidad del sustrato que se requiere translocar. Esta
proteina sufre un proceso de autoprotedlisis que seria el responsable de permitir que
se cambie la proteina que serd exportada (Minamino y Macnab, 2000).

FIiE es una de las primeras proteinas exportadas por este sistema y sirve de unién
entre el anillo MS y el bastén, el cual sera ensamblado a continuacion. El bastdn esta
compuesto por cinco proteinas diferentes: FlgB, FlgC, FIgF, FlgG y Flg). FIgBCF forman
el bastén proximal y FIgG forma el bastén distal. Flgl), en cambio, posee funcién cap (de
tapa) y actividad muramidasa que permite la rotura de la pared de peptidoglucano
para que el baston sea capaz de atravesar la misma (Macnab, 2003).
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Figura 1.6 — Sistema de secrecion de tipo lll asociado al flagelo. En verde se
encuentra representado el complejo ATPasa (FliHlJ) y en celeste el complejo que forma el
canal de exportacién (FIhAB y FIiOPQR). FlilH interacciona con FliN en el anillo C, luego
interacciona la chaperona FliJ unida al sustrato y el complejo FlilHJ-sustrato se libera e
interacciona con la proteina FIhA en el canal de exportacion. El sustrato es traslocado y
FliHI y FliJ se desprenden del canal gracias a la degradacidn de ATP por parte de Flil.
Extraido y modificado de Minamino y col. (2008).

Las proteinas con funcion cap, cierran el conducto en formacién para evitar
entrada y salida de sustancias de la célula. Estas proteinas se unen a la estructura en
formacioén en un primer momento y luego las proteinas estructurales son ensambladas
por debajo de ellas. Una vez que la estructura se completa estas proteinas no
permanecen en la estructura. Existen proteinas cap para el baston (denominada FlgJ),
el gancho (FIgD) y el filamento (FIiD) (Imada, 2018).

Como mencionamos recién, luego de formarse el baston comienza el reemplazo
de la proteina cap del bastdon por la proteina cap FlgD y luego el agregado de la
proteina principal FIgE para formar el gancho. FliK es la proteina que se encarga de
controlar este proceso. El mecanismo mediante el cual FliK es capaz de regular el largo
final de la estructura no se conoce con exactitud, pero se estima que sucede a través
del autoclivaje de FIhB y a su vez, por el “acomodamiento” de un nimero determinado
de proteinas en el anillo C (Macnab, 2003; Imada, 2018).

Una vez que el gancho alcanzdé su tamafio determinado, la proteina cap es
descartada y reemplazada por tres zonas sucesivas de proteinas, las primeras dos
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llamadas proteinas de unién gancho-filamento (FIgK y FIgL) y la ultima con la proteina
cap del filamento (FliD). Las primeras dos zonas quedan unidas en ese sitio y los
mondmeros de flagelinas (FIliC) van ensamblandose a continuacién desplazando la
zona formada por la proteina cap. El filamento estd formado por mas de 20.000
subunidades de flagelinas (Macnab, 2003). A diferencia del gancho, no existe un
control de la longitud del mismo, pero este se autoregularia de una manera hasta el
momento desconocida. Los flagelos demasiado largos suelen quebrarse, aunque luego
pueden volver a crecer (Turner et al., 2012). La proteina cap evita principalmente la
pérdida de mondmeros de flagelinas al medio, a la vez que favorece la eficiencia de
ensamblado de las flagelinas (lkeda et al., 1993).

Ademas de estas proteinas, también existen proteinas que actian de chaperonas
de otras proteinas estructurales y de esta manera impiden la oligomerizacion dentro
de la célula, estabilizan las proteinas y favorecen su exportacién. FIgN es una de ellas y
protege a las proteinas de unidén entre el gancho y filamento (FlgK y FlgL), FIiT actua de
chaperona de la proteina cap FliD, y FIiS estabiliza las flagelinas FIiC (Page y Parsot
2002; Macnab, 2003).

[.3.3 Regulacion génica de la sintesis flagelar

La biosintesis de flagelos bacterianos es un proceso complejo y muy ordenado que
requiere una regulacién coordinada, temporal y espacialmente, de un niumero amplio
de genes diferentes que codifican las proteinas mencionadas anteriormente. Esta
coordinacion temporal se da a través de una jerarquia transcripcional (Smith y Hoover,
2009). De esta forma, la regulacion temporal de la transcripcidon génica provoca una
expresion secuencial (cascada) de las proteinas que conforman las distintas estructuras
del flagelo, de manera que se sintetizan en el momento en que son requeridas para
ensamblarse. Ademads de la jerarquia transcripcional, existen también puntos de
chequeo (checkpoints) a lo largo del proceso que permiten coordinar cada etapa de la
construccion del flagelo (McCarter, 2006).

Las cascadas regulatorias descriptas hasta el momento en distintas especies
presentan variaciones entre ellas. (Figura 1.7). Algunas cascadas regulatorias se dividen
en 3 o 4 etapas diferentes y cada una de estas etapas se encuentra regulada por
diversas proteinas. Algunas de ellas son factores transcripcionales, otros factores
sigma alternativos y algunas de ellas son factores post-transcripcionales. Dada la
variedad de proteinas reguladoras, cada una de estas cascadas flagelares se
encuentran entrecruzadas con otras vias de sefalizacidn que afectan directamente Ila
sintesis de la estructura (Smith y Hoover, 2009). Por ejemplo, algunos reguladores
flagelares se encuentran interconectados con factores internos, como la fase del ciclo
celular o el estado energético de la bacteria, o a factores ambientales como la
temperatura u osmolaridad (Smith y Hoover, 2009).
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Figura I.7 — Esquema regulatorio de la sintesis flagelar. Se muestran cuatro esquemas
regulatorios diferentes. Los genes y proteinas implicadas en la cascada se clasifican en clase |, Il,
Il o IV de acuerdo a la etapa en que son transcriptos/sintetizados. Sobre las flechas se muestran
los reguladores que son requeridos en cada etapa y las proteinas que actian como checkpoints
se encuentran subrayadas. Modificado de Smith y Hoover (2009).

Cascadas regulatorias

Los reguladores maestros o de clase | son los que inician la cascada regulatoria.
Estos reguladores son factores de transcripcion que actuan principalmente sobre los
genes que codifican las primeras proteinas necesarias para ensamblar el flagelo (en su
mayoria las del cuerpo basal). En la literatura se encuentran descriptos una gran
variedad de reguladores maestros (Figura 1.7). Luego de la accion del regulador
maestro, actlan otros reguladores, denominados de clase Il o lll, dependiendo de la
etapa en la que ejercen su funcién. A continuacién, se desarrolla una breve descripcién
de algunos de los modelos regulatorios conocidos hasta el momento.

Cascada regulatoria en Escherichia coli y Salmonella typhimurium

FIhDC es el regulador maestro mds estudiado ya que desencadena la sintesis
flagelar en E. coli y S. typhimurium. Este regulador actua junto con el factor 6’ de la
ARN polimerasa y se encuentra distribuido en el 44% de las B y y-Proteobacterias
(Kutsukake et al., 1990; Smith y Hoover, 2009).
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FIhDC estd controlado a nivel transcripcional por varios reguladores que
responden a cambios ambientales como son la temperatura, pH, osmolaridad vy
disponibilidad de la fuente de carbono e incluso su sintesis se encuentra intimamente
relacionada con la divisién celular. Ademads de esta intensa regulacién transcripcional,
FIhDC se encuentra regulada también a nivel post-transcripciona (estabilidad del
ARNmM) y post-traduccional (degradacion proteica) (Priiss y Matsumura, 1997; Claret y
Hughes, 2000).

Luego de la accidon de FIhDC, toda la estructura del flagelo es ensamblada a
excepcion del filamento. Previo al ensamblaje del gancho, FIgM (denominado factor
anti-o) se une a FliA (0% y lo secuestra. Luego, cuando el gancho se encuentra
ensamblado, FIgM es liberado al exterior celular a través de la estructura del aparato
flagelar en formacion. De esta manera, FliA (0%%) queda disponible para activar la
transcripcién de las proteinas que dardn lugar al filamento y concluiran la formacién
del flagelo (Ishihama, 2018).

Cascada regulatoria en Ensifer meliloti

En esta especie se han descripto dos reguladores maestros, denominados VisNR
(regulador clase IA) y Rem (regulador clase IB). VisNR se encuentra regulado por tres
factores transcripcionales principalmente relacionados con el quorum sensing y la
produccién de EPS. Este regulador, junto con 0’°, activa el segundo regulador Rem, el
cual actda con el mismo factor o activando la transcripciéon de los genes flagelares.
Luego de la accién de estos dos reguladores FIbT y FlaF regulan de manera post-
transcripcional a las flagelinas que formaran el filamento del flagelo (Ferooz et al.,
2011).

Cascada regulatoria en Caulobacter crescentus

CtrA es un regulador maestro que ha sido muy estudiado en C. crescentus. Esta
bacteria posee un peculiar modo de divisién celular que ha permitido su estudio en
gran profundidad (Davis y Viollier, 2001; Laub et al., 2002; Reisenger et al., 2007;
Angelastro et al., 2010). Es asi que el regulador maestro del flagelo es a su vez un
regulador del ciclo celular. CtrA actda con o¢”® y se encuentra distribuida en la gran
mayoria de las a-Proteobacterias (Brilli et al., 2010). Sin embargo, en algunas de ellas
sélo posee funcidn relacionada con el ciclo celular y no con la sintesis flagelar como es
el caso de E. meliloti (para mas informacién ver Capitulo V).

La transcripcidn de ctrA se encuentra regulada por dos factores transcripcionales
involucrados en el ciclo celular. Para poder ejercer ambas funciones, CtrA es
fosforilada (CtrA-P) y es en este estado donde es capaz de iniciar la transcripcion de los
genes tempranos de la sintesis flagelar y a su vez unirse al origen de replicacion del
genoma para frenar la replicacién. Es por esta razén que la fosforilacién de CtrA se
encuentra muy regulada y esta dada por un sistema complejo de transferencia de
fosfatos (phosphorelay) (Para mas informacion ver Capitulo 1V). Ademas, CtrA también
posee regulacion post-traduccional (Ardissone y Viollier, 2015).
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Luego de la accidon de CtrA, FIbD y FliX son los encargados de continuar la sintesis
flagelar. FliX actia como checkpoint del ensamble del cuerpo basal y el SSTIII, mientras
que FlbD es un factor transcripcional dependiente de 0>*. Estos reguladores concluyen
la formacidén del cuerpo basal y el gancho del flagelo (Muir et al., 2005).

En este modelo regulatorio las flagelinas se encuentran reguladas negativamente
a través de FIbT por regulacién post-transcripcional. Por su parte FlaF, participaria del
ultimo checkpoint impidiendo la acciéon de FIbT y favoreciendo la traduccién de las
flagelinas en el momento correcto (en el Capitulo VI se describe con mas detalle la
accion de estos reguladores).

Cascada regulatoria de Pseudomonas aeruginosa y V. cholerae

Los reguladores FleQ y FIrA son unos de los pocos reguladores maestros que
actuan con o>* y fueron descriptos en P. aeruginosa y V. cholerae respectivamente.
Este tipo de reguladores estdn compuestos por tres dominios, uno REC, de activacion
por fosforilacion, uno AAA+, de degradacion de ATP, y otro HTH, de unién a ADN. FleQ
actua coordinadamente con el segundo mensajero c-di-GMP regulando la produccion
de EPS y conectando el paso del estado plancténico al de formacién de biofilms
(Dasgupta y Ramphal, 2001).

Luego de la accion de FleQ/FIrA y la formacion parcial del cuerpo basal y el SSTIII,
otros reguladores dependientes de o>* seran encargados de dirigir la segunda etapa
regulatoria. Estos son FleR/FIrC, los cuales son activados por fosforilacion de las
quinasas FleS/FIrB (McCarter, 2006). Estas ultimas proteinas serian responsables del
primer checkpoint en esta cascada de sefializacidon. Una vez finalizado el ensamble del
cuerpo basal y el gancho, se produce la ultima etapa de la sintesis del filamento, la cual
se encuentra regulada por FIgM-FliA de manera similar a la descripta para E. coli y S.
typhimurium.

[.3.4 Funciones de los flagelos bacterianos

En un comienzo, los flagelos fueron considerados Unicamente como una
estructura compleja involucrada en la movilidad bacteriana. Sin embargo,
investigaciones recientes han revelado que tienen otras funciones, como la adhesion a
superficies, la formacidn de biofilms, la secrecidon de moléculas efectoras, e incluso son
necesarios durante la infeccion y modulacién del sistema inmune del huésped tanto en
bacterias patdogenas como comensalistas (Chaban et al., 2015).

Adhesion

El flagelo esta involucrado en la adhesidn a superficies, aunque no es el principal
efector de este proceso. Tanto las flagelinas como la proteina cap FliD que forman el
filamento, son capaces de adherirse a superficies (Arora et al., 1998). Ademas de estos
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componentes extracelulares, se encontré que la proteina FliF del cuerpo basal del
flagelo también estaria involucrada en este proceso de adhesidn (Arora et al., 1998).
Se cree que este efecto no se debe a una accién directa de esta proteina, pero es
producido gracias a otras proteinas que cumplen esta funcidén que serian excretadas a
través de un poro que queda formado gracias a FliF en la membrana bacteriana (Arora
et al., 1996).

Freno del filamento para establecer biofilms y dispersion.

El proceso de adhesidon es muy importante para las etapas tempranas de
formacién de biofilms bacterianos. Para iniciar este proceso, es importante que la
bacteria disminuya la velocidad de rotacién del flagelo o frene por completo. En V.
cholerae y V. parahaemolyticus, se ha reportado que cuando el flagelo de estas
bacterias entra en contacto con una superficie sdélida, se produce una sefial que
provoca el freno del motor, se induce un cambio en el potencial de la membrana y se
favorece el proceso de formacion de biofilms (Van Dellen et al., 2008; Gode-Potratz et
al., 2011). Es por esta razén que se cree que el flagelo seria un mecanosensor.

Esta disminucién de la rotacién del filamento puede darse por accion de proteinas
que interactuan con FliG (anillo C) o MotA (estator) y logran frenar el motor, o a través
de la accién del segundo mensajero c-di-GMP. Para liberarse del biofilm, diseminarse y
colonizar nuevos nichos, las bacterias deben reactivar la sintesis del sistema flagelar
(Guttenplan y Kearns, 2013). En el Capitulo I.5 se abordardan con mas detalle estos
procesos.

Secrecion de sustancias

El SSTIII encargado de la sintesis del flagelo (descripto previamente) es un sistema
muy similar al resto de los inyectisomas o SSTIIl no flagelares. Muchas bacterias
utilizan este sistema para secretar otras proteinas no flagelares, que suelen ser
proteinas efectoras relacionadas con la interaccién microorganismo-hospedador
(Chaban et al., 2015).

Flagelos dentro del hospedador

Algunas bacterias patdgenas reducen o eliminan por completo la expresién del
flagelo dado su efecto inmunogénico (Chaban et al., 2015). Esto lo realizan mediante
diversos mecanismos, como la variacion de fase (alternando las flagelinas que forman
el filamento por otras flagelinas diferentes), la biestabilidad (solo una parte de la
poblacién expresa el flagelo), modificacién de las flagelinas existentes (alterando la
estructura para no mostrar epitopes) o a través de glicosilaciones (modificaciones
post-traduccionales de las flagelinas).
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[.4 Caracteristicas generales de los biofilms

Las bacterias pueden vivir en vida libre y comportarse de dos maneras muy
diferentes: en estado plancténico (movimiento) o en estado sésil (formando biofilms.
La formacidn de biofilms es una caracteristica ancestral e integral de los procariotas y
hongos, las cuales fueron desarrolladas para proveer homeostasis en condiciones
ambientales extremas y fluctuantes (Hall-Stoodley et al., 2004). Hoy en dia se estima
que las bacterias que se encuentran en vida libre, gran parte estd en estado de biofilms
en lugar de encontrarse como células moéviles en estado plancténico. Es decir que los
biofilms representarian el estado basal en que las células se hallan en su habitat
natural. (Kragh et al., 2016; Flemming et al., 2016).

Los biofilms se definen como comunidades bacterianas rodeadas de una matriz
(producida por ellas mismas) unidas de manera reversible a una superficie inerte o
bidtica, y generalmente, se forman en una interfase sélido-liquido. La unién de
bacterias a las superficies les otorga varias ventajas. Las superficies, ademas de
concentrar nutrientes sobre si mismas, actian como catalizadores de ciertas funciones
dado que favorece la proximidad de las células de diferentes especies bacterianas que
comparten vias catabdlicas. Un ejemplo de ello es la degradacién de un herbicida
(Linuron), el cual necesita la accidon conjunta de tres especies bacterianas para
conseguir ser degradado (Flemming et al., 2016).

La matriz esta compuesta principalmente de EPS -el cual forma una especie de
hidrogel- aunque también podemos encontrar ADN, proteinas, lipidos, agua vy
minerales. Todos estos componentes se encuentran formando una estructura
tridemensional que es caracteristica de cada biofilm. Esta estructura puede ser plana o
con forma de hongo dependiendo de la bacteria y los nutrientes disponibles. Dentro
de ella podemos encontrar microcolonias de células sésiles que van creciendo
alrededor de la matriz y canales de agua que permiten el intercambio de nutrientes y
desechos desde o hacia el seno del liquido (Hall-Stoodley et al., 2004).

El crecimiento en biofilms le otorga grandes ventajas a las bacterias que se
encuentran en su interior. Dentro de esta estructura, las bacterias se encuentran
mejor preparadas para enfrentar una gran variedad de desafios ambientales como la
exposicidon a luz ultravioleta, toxicidad a metales, exposicidon a un medio desfavorable
(acido, deshidratacién y salinidad) fagocitosis, resistencia a antibidticos y a agentes
microbianos. Esta resistencia se debe en parte a la matriz, especialmente al EPS, el cual
actla como una barrera impidiendo la difusién o penetracién del agente nocivo. Por
ejemplo, en el caso de antibidticos, se produce una dilucion de su concentracion desde
la superficie del biofilm hacia el centro de la estructura. De esta manera, el antibidtico
llega a concentraciones subletales e impide la muerte de las bacterias dentro del
biofilm (Hall-Stoodley et al., 2004).

Adicionalmente, esta barrera genera un gradiente de concentraciones de oxigeno
y de nutrientes, que provoca que la poblacion dentro del biofilm pueda encontrarse en
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diferentes estados fisioldgicos. Es decir, algunas bacterias dentro de la estructura se
encuentran en estado estacionario, con su metabolismo frenado y por lo tanto, son
resistentes a la accidn de ciertos agentes antimicrobianos cuyo mecanismo de accién
se basa en la disrupcién de algin proceso metabdlico. Otra hipdtesis acerca de la
resistencia de estas estructuras se centra en la existencia de bacterias mas resistentes
que la poblacidon general conocidas como bacterias persistentes (Flemming et al.,
2016).

Etapas de la formacidn de biofilms

El estudio de la formacion de esta estructura compleja se puede dividir en etapas
secuenciales (Figura 1.8). La primera etapa consiste en una asociacién reversible a la
superficie, es decir que las bacterias en estado planctdnico pueden asociarse a una
superficie, pero son capaces de retornar al seno del liquido dado que su maquinaria de
movimiento se encuentra intacta (Stoodley et al., 2002). La segunda etapa en cambio,
consiste en una adhesién irreversible que continuara con la formacién de biofilms.
Dentro de los factores involucrados en esta etapa, encontramos proteinas de adhesion
a superficies (como por ejemplo adhesinas y pili tipo IV), y produccién de EPS que
representa el principal componente de la matriz. Si bien estos factores son
importantes para el desarrollo de las primeras etapas de la formacion de biofilms, la
ausencia de alguno de estos factores sdlo genera una diminuciéon o retardo de la
formacidn de esta estructura. Esto se debe a las numerosas vias alternativas existentes
gue permiten que se lleve a cabo las primeras etapas de la formacién de biofilms.
(Branda et al., 2005).

Figura |.8 — Etapas de la formacion de biofilms. La imagen muestra la etapa (1) unidn reversible,
seguida de unidén irreversible (2). Luego comienzan a dividirse, formando microcolonias (3). La
estructura de biofilm se continua desarrollando (con la matriz y los canales de agua) y se alcanza un
biofilm maduro (4). Las bacterias pueden liberarse del biofilm y volver al seno del liquido (5). Extraido de
Sauer (2003).
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La tercera etapa consiste en la formacién de microcolonias sobre la superficie,
seguido de la etapa 4 donde continda el crecimiento junto con la formacion de canales
de agua y poros dentro de la estructura, alcanzando la maduracion del biofilm. La
ultima etapa se caracteriza por la disgregacion del biofilm y el recobro de la movilidad
bacteriana, que generalmente se produce por un aumento en el esfuerzo de corte
(fluid shear) o por escasez de nutrientes, y les permite a las bacterias colonizar nuevos
nichos. Este proceso ocurre mediante la degradacion enzimatica de los EPS o de
proteinas de unién a superficie. Existen tres estrategias diferentes de dispersion:
células individuales (swarming o seeding), agregados de células liberados de los
biofilms (clumping), o dispersién sobre la superficie (el biofilm se desplaza a través de
la superficie) (Hall-Stoodley et al., 2004). Las bacterias que abandonan el biofilm, dejan
nuevos poros y canales dentro de la estructura (Sauer 2003).

[.5 Regulacion mediada por el segundo mensajero
c-di-GMP

Una molécula que es de importancia para la transicién entre el estado movil y el
sésil es el segundo mensajero c-di-GMP. El c-di-GMP o &acido bis-(3°5")-diguanilato
ciclico, es una molécula de senalizacion ampliamente distribuida en bacterias
involucrada en multiples procesos celulares, no solo en movilidad y biofilms, sino como
son el ciclo celular, activacion de virulencia, cambios en la sintesis de macromoléculas,
respuesta a estrés, entre otros (Hengge, 2009; Jenal et al., 2017; Dahlstrom y O'Toole
2017).

Sintesis, degradacion y proteinas efectoras del c-di-GMP

La concentracion intracelular de esta molécula es entonces fundamental para la
regulacién de todos estos procesos. La concentracién de c-di-GMP varia de acuerdo a
la actividad de las proteinas diguanilato ciclasas (DGC), que son capaces de sintetizar
esta molécula a partir de dos moléculas de GTP, y la actividad de fosfodiesterasas
(PDE), que son capaces de degradarla.

Las DGC se caracterizan por tener un dominio caracteristico denominado GGDEF,
aunque también se han encontrados DGC capaces de sintetizar c-di GMP con los
dominios AGDEF, GGDEM y SGDEF (este ultimo sdlo en eucariotas). Ademas de este
dominio, el 50% de las DGC poseen un dominio inhibitorio (sitio |) cuya secuencia es
RXXD y al unirse el c-di-GMP impide que se continle sintetizando el segundo
mensajero. Las DGC pueden tener ademas otros dominios sensores (PAS, CACHE,
CHASE, MASE y dominios reguladores de respuesta), aunque hasta el momento se
encontraron pocos sustratos capaces de inducirlas. Algunos de ellos son el oxigeno, el
zinc y la temperatura (Galperin et al., 2001).

27



Tesis Doctoral Carolina Dardis

Las PDEs pueden tener dos dominios distintos, dominio EAL o dominio HD-GYP.
También existen proteinas que tienen ambos dominios GGDEF y EAL y pueden actuar
como DGC y/o PDE.

Dentro de los target del c-di-GMP podemos encontrar diversas familias de
proteinas efectoras. Las primeras en ser identificadas fueron las que poseen dominios
PilZ, pero luego se han identificado otras proteinas capaces de actuar como proteinas
efectoras que poseen dominios EAL y GGDEF degenerados. También se han
encontrado proteinas de la familia YajQ que son capaces de responder a este segundo
mensajero, al igual que proteinas con actividad ATPasa (que usualmente actuan
switches regulatorios) y son capaces de unir c-di-GMP a través de sus dominios AAA+
(Jenal et al., 2017). Ademas de esa gran variedad de proteinas efectoras el c-di-GMP
también puede actuar sobre riboswitchs modificando la formacién de biofilms,
movilidad, pili y la sintesis y degradacién del propio c-di-GMP (Sudarsan et al., 2008).
En E. coli se ha reportado también que el c-di-GMP es capaz de modificar el pool de
ARN mediante la unién directa con la enzima polinucleétido fosforilasa (PNPasa), la
cual forma parte del degradosoma del ARN en esta bacteria (Tuckerman et al., 2011).

Pool de c-di-GMP intracelular

Algunos microorganismos poseen un gran numero de proteinas DGC y PDE
(alrededor de 60). Las bacterias de vida libre poseen muchas mas proteinas que las que
son patdégenos intracelulares obligados, probablemente porque se encuentran
expuestos a una gran cantidad de sefales y ambientes diversos. A pesar de esta gran
redundancia de DGC y PDE, se ha encontrado que cada una de ellas, regula solo uno o
dos procesos celulares. Esto indicaria que las proteinas efectoras podrian responder de
alguna manera al c-di-GMP proveniente de una determinada DGC (Dahlstrom y
O'Toole, 2017).

Actualmente, existen dos modelos diferentes que, si bien no logran explicar los
comportamientos observados hasta el momento, constituyen un primer paso para
lograr desentrafiar esta compleja red de sefializacion (Dahlstrom y O'Toole, 2017).

Uno de ellos consiste en que las DGC se encuentran nutriendo constantemente un
pool global de c-di-GMP en la célula, mientras que las PDEs pueden ir disminuyéndolo.
A su vez, las proteinas efectoras tendrian diferentes constantes de disociacion del c-di-
GMP vy asi a igual concentracién global de c-di-GMP algunas serian capaces de actuar
mientras otras no podrian hacerlo. Pultz y colaboradores (2012) demostraron que la
proteina YcgR (proteina efectora involucrada en movilidad) y BcsA (proteina efectora
involucrada con la sintesis de celulosa) poseen una diferencia de 40 veces en la
afinidad hacia c-di-GMP en S. enterica.

El otro modelo plantea la formacién de complejos que contengan proteinas DGC,
PDE y proteinas efectoras. De esta manera, las DGC sintetizan c-di-GMP aumentando
el pool localizado de este segundo mensajero y produce la activacién de la proteina
efectora. Mientras tanto, la PDE disminuye la concentracién del segundo mensajero
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impidiendo que la molécula difunda hacia otra region de la célula. Linderberg vy
colaboradores (2013) mostraron que pares de PDE-DGC son capaces de actuar en
forma conjunta sobre un pool de c-di-GMP y activar otro par PDE-DCG en E. coli.
También determinaron que existe interaccidon directa del par PDE-DGC y ademads
interaccidn con la proteina efectora (DGC-PDE-proteina efectora).

[.5.1 Rol fisiologico del c-di-GMP en el desarrollo y

morfogénesis bacteriano

En C. crescentus se ha identificado al c-di-GMP como principal sefial para el control
del ciclo celular y la morfogénesis diferencial en distintos polos de la bacteria. Es
importante recalcar que C. crescentus posee una division asimétrica y diferencial,
generando dos células, una movil con un flagelo polar y la otra sésil sin flagelo y con un
stalk. Esta diferenciacién se da en parte por la accién de una DGC llamada PleD, la cual
es activada en un polo y desactivada en otro. De esta manera se generan
microambientes con distintas concentraciones de este segundo mensajero. Asi, el c-di-
GMP influye tanto en la localizacion y en la sintesis correcta del flagelo en un polo a
través de la defosforilacion/degradacion del regulador maestro CtrA, como también en
el control de la replicacién del ADN mediada por esta proteina.

[.5.2 Rol fisiologico del c-di-GMP sobre la movilidad

bacteriana y la formacion de biofilms

El c-di-GMP es capaz de modificar la velocidad de rotacion del flagelo o incluso
frenar el motor. Este efecto le permite a la bacteria cambiar rapidamente su
comportamiento para poder adherirse a la superficie de un momento al otro, para
luego, a largo plazo, realizar un cambio a nivel de expresidn de proteinas flagelares. En
las etapas sucesivas, gracias al continuo aumento de c-di-GMP se contintan activando
tanto a nivel transcripcional, post-transcripcional o post-traduccional otros procesos
como pueden ser la natacién cerca de superficies, la expresién de adhesinas y
componentes de la matriz necesarios para que se desarrolle el biofilm. Luego cuando
la concentracion de c-di-GMP comienza a disminuir se desarrollan otros procesos para
dispersarse como por ejemplo, la activacion de proteasas para degradar las adhesinas
y poder liberarse del biofilm.

Esta relacion del c-di-GMP sobre la movilidad y la formacidn de biofilms resulta
muy interesante para entender cdmo las bacterias son capaces de realizar el switch
entre estos dos estilos de vida diferentes. En la Figura 1.9 se muestran diferentes
efectos del c-di-GMP durante la formacion de biofilms.
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Figura 1.9 — Efecto del c-di-GMP durante la formacion de bjofilms. En las primeras
etapas de formacidn de biofilms, el motor del flagelo disminuye su velocidad para permitir la
adhesién a la superficie. Luego, se sintetizan componentes necesarios para la formacién de
biofilms como son adhesinas, celulosa y EPS alternativos, y también se produce la eyeccion
del flagelo. En la etapa de dispersion, se activan proteasas que desprenden adhesinas que
permiten la liberacion de las células. Extraida y modificada de Jenal y col. (2017).

Velocidad de rotacion del flagelo

En E. coli por ejemplo, se ha encontrado que la proteina YcgR, que es una proteina
efectora con dominio PilZ, es capaz de regular la velocidad y direcciéon del flagelo
mediante la interaccion con las proteinas FIiGM que conforman el anillo C del cuerpo
basal del flagelo (Paul et al., 2010). En B. subtilis también se ha encontrado una
proteina denominada EpsE, la cual se encuentra asociada mds al estado sésil, pero que
también actua sobre el anillo C, aunque en este caso provoca el desacople del estator y
del rotor (Blair et al., 2008). Esta diferencia en la accién de YcgR y EpsE podria ser
debido a que ambas proteinas funcionan en momentos diferentes. Por un lado, YcgR
pareceria ser necesaria en las etapas iniciales de la formacién de biofilms,
disminuyendo la velocidad del flagelo y de esta manera permitiendo que la bacteria se
adhiera a la superficie. En cambio, EpsE actla una vez que ya se ha comenzado la
sintesis de EPS y la formacion del biofilm, por lo que la rotacién del mismo no es
necesaria.

En C. crescentus, DgrA es una proteina efectora que une c-di-GMP y también
produce el freno del flagelo mediante FliL. Esta proteina seria importante para la
estabilidad del flagelo cuando la bacteria percibe un aumento de torque, y actua junto
con MotB modificando el canal mediante el cual pasan los H* (Suaste-Olmos et al.,
2010). Producto del contacto de la bacteria con una superficie DgrA actuaria sobre FliL
impidiendo la rotacién del flagelo (Belas, 2014).
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Eyeccion del flagelo

En C. crescentus se ha determinado que la ausencia de una DGC denominada PleD,
impide la eyeccidn del flagelo durante el transcurso del ciclo celular. Esta proteina de
alguna manera favoreceria la degradacion de FliF (anillo MS), lo que permite el
desprendimiento del flagelo. FliL también seria participe de este proceso, aunque el
mecanismo aun no se conoce (Aldridge y Jenal, 1999).

Regulacion de factores transcripcionales

En otras bacterias, se ha detectado una relacidon directa entre los reguladores
flagelares y el c-di-GMP. Uno de ellos es FleQ en P. aeruginosa. En este sistema se ha
descripto que el c-di-GMP es capaz de unirse al sitio AAA+ de FleQ y de esta manera
modificar su actividad inhibiendo la formacién del flagelo y favoreciendo la formacién
de EPS (Baraquet et al., 2012).

En C. crescentus se ha detectado diferentes niveles de accién del c-di-GMP sobre
el regulador transcripcional CtrA. Uno de ellos proviene de la capacidad de CckA (una
proteina del sistema de transferencia de fosfato) de unir c-di-GMP en su dominio
AAA+. De esta manera, CckA promueve la defosforilacién de CtrA mediante la
reversidn de la transferencia de fosfato, y por lo tanto inactivacién de CtrA. Ademas de
la inactivacion de CtrA, la proteina es degradada en presencia de c-di-GMP. PopA es
capaz de unir este segundo mensajero en el sitio |, y secuestrar a CtrA para su
degradacion mediante la proteasa ClpXP (Ozaki et al., 2014). Dada la accién de CtrA
como regulador maestro del flagelo y la regulacién del ciclo celular, el c-di-GMP
también estaria coordinando estos dos procesos.

En V. cholerae, el factor de transcripcion VpsT controla la produccién de
componentes de la matriz extracelular, la movilidad y la formaciéon de biofilms. La
union del c-di-GMP a VpsT provoca la oligomerizacion de esta proteina, lo que permite
la expresién de los genes responsables de la formacidn de polisacaridos (Krasteva et
al., 2010)

Sistemas de exportacion

Muchas proteinas involucradas en los sistemas de exportacidn poseen también
dominios AAA+. En V. cholerae la proteina ATPasa que forma el pili es capaz de unir c-
di-GMP, y en P. aeruginosa proteinas ATPasas del SSTVI y SSTIIl no son activas en
presencia del segundo mensajero (Moscoso et al.,, 2011) Incluso Trampari y
colaboradores (2015) han demostrado que la proteina Flil (que forma parte del SSTIII
del flagelo) se une a este segundo mensajero y su actividad responde a los niveles de c-
di-GMP.

Dispersion del biofilm

LapD de P. fluorescens, es un ejemplo de proteina efectora con ambos dominios
GGDEF y EAL degenerados. En este caso, la union del c-di-GMP al dominio EAL de LapD
controla la formacion de biopeliculas a través de una proteasa LapG, la cual degrada la
adhesina LapA vy la bacteria es capaz de liberarse del biofilm (Newell et al., 2011).
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.6 B. diazoefficiens y la movilidad

Una de las cepas modelo mas estudiadas, capaz de realizar la FBN con soja, es
Bradyrhizobium diazoefficiens (antes B. japonicum) USDA 110. Esta a-Proteobacteria
posee un cromosoma circular de 9,5 Mpb que fue secuenciado hace 16 afios (Kaneko
et al., 2002) y no presenta plasmidos adicionales.

A diferencia de todas las demas especies de rizobios e inclusive de otras especies
del mismo género, B. diazoefficiens posee dos sistemas flagelares independientes. En
la Figura 1.10 se muestra una fotografia de esta bacteria vista al microscopio
electréonico, en donde se observan distintos filamentos unidos a ella, uno grueso
semienrrollado de 2,8 um de longitud de la curvatura y 22 nm de ancho
correspondiente al sistema subpolar, y varios filamentos finos mds enrulados de 0,7
pum longitud de curvatura y 12 nm de ancho, correspondientes al sistema lateral
(Kanbe et al., 2007; Althabegoiti et al., 2008).

o 025 um

Figura 1.10 — Micrografia electronica de transmisién de B. diazoefficiens
USDA 110 crecida en medio liquido AG. La flecha larga sefiala el flagelo monétrico
subpolar y la cabeza de flecha los flagelos peritricos laterales. Extraida de Quelas y col.
(2016a).

Ambos sistemas flagelares aportan sustancialmente al movimiento de natacién,
aungue poseen ciertas caracteristicas distintivas. Por un lado, el flagelo subpolar de B.
diazoefficiens es Unico, se expresa tanto en medios liqguidos como en medios
semisolidos, favorece el nado de la bacteria en linea recta y se encuentra involucrado
en los procesos de adhesién y quimiotaxis hacia glutamato y succinato (Quelas et al.,
2016a). Ademas, este flagelo cobra importancia durante las etapas de la interacciéon
simbidtica con plantas de soja, debido a que las cepas que poseen sdlo el flagelo
subpolar son capaces de competir mejor por la ocupacion de noédulos, tanto a
capacidad de campo como en inundacién, comparado con la cepa que expresa ambos
flagelos. (Althabegoiti et al., 2011).
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El sistema lateral estd compuesto por varios flagelos, cuyo nimero es variable y
todavia no se sabe fehacientemente, aunque se calculan unos 5-7 flagelos por célula
(Quelas, comunicacién personal). A diferencia del sistema subpolar, su expresién
depende de varios factores. Por ejemplo, el flagelo lateral es expresado en medios
liguidos en presencia de arabinosa, pero no en presencia de manitol (Covelli et al,
2013; Figura 1.11). La falta de expresion del sistema lateral en medios liquidos con
manitol puede ser revertida cuando la bacteria se encuentra creciendo con la misma
fuente de carbono, pero en un medio semisélido o viscoso (Quelas et al., 2016a; Figura
1.11). Es decir, existe una sefial (o varias) que induce/n al sistema de flagelos laterales
cuando el medio es viscoso o cuando existen obstaculos (el entramado del agar en una
placa de natacion).

Figura 1.11 - Perfil de flagelinas de B. diazoefficiens en distintas condiciones de cultivo
(A) y ensayo de movilidad en agar semisélido (B). A. Las proteinas de 64kDa representan las
cuatro flagelinas subpolares (FliC) que forman el filamento del flagelo subpolar y las proteinas de 33kDa
representan las dos flagelinas (LafA) que constituyen el filamento de los flagelos laterales de B.
diazoefficiens. La extraccion de flagelinas se realizé a partir de medios liquidos con arabinosa o manitol
como unicas fuentes de carbono, en medio liquido viscoso (con manitol como fuente de carbono y en
presencia de un agente viscosante) y a partir de placas de natacién en agar semisolido en medios con
manitol como Unica fuente de carbono. B. Ensayo de natacion en agar semisélido de la cepa wild-type
(WT), y las cepas mutantes (Capitulo 11.3.9). Se muestran fotos presentativas de cada cepa en placas de
Petri a los 18 dias luego de la inoculacion.

Es preciso sefialar también que, a pesar de que ambos sistemas flagelares aportan
igualitariamente al movimiento de natacién en medios agarizados (Althabegoiti et al.,
2011), el sistema subpolar es el que mas aporta a la velocidad en medios liquidos
(Figura 1,11-B). Asi, la cepa de B. diazoefficiens USDA 110 que solo posee flagelo
subpolar, nada a una velocidad promedio de 26,9 * 2,0 um/s, mientras que la cepa que
solo posee flagelos laterales, lo hace a 17,2 + 0,8 um/s (Quelas et al., 2016a).

La sintesis y movilidad de los flagelos involucra la transcripcion y traduccién de
numerosas proteinas, y el gasto de una gran cantidad de energia para poder moverlos.
A pesar de ello, y a diferencia de la mayoria de las especies con sistemas flagelares
duales, en B. diazoefficiens USDA 110 pueden coexistir ambos sistemas en medios
liguidos (Quelas et al., 2016a). En otras especies con sistemas duales, como
Azospirillum, Aeromonas, Rhodospirillum o Vibrio, por citar cuatro ejemplos, un
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sistema flagelar es utilizado para el swimming, mientras el otro es utilizado para el
swarming (McCarter, 2004).

Nuestro grupo de trabajo ha podido determinar que una cepa con movilidad
aumentada fue capaz de mejorar los rendimientos de los cultivos de soja (Althabegoiti
et al.,, 2008). En relacién con ello, dicha cepa presenta desregulada la sintesis de
flagelos laterales, ya que la misma es capaz de sintetizarlos (junto con el flagelo
subpolar) en medios con manitol como Unica fuente de carbono (Althabegoiti et al.,
2008). Ello indicaria que se podrian obtener mejoras en los inoculantes comerciales si
mejoramos la capacidad de natacién o el estado flagelar de una cepa. Para ello,
entendemos que es preciso conocer y estudiar en profundidad los diferentes factores
que afectan a la sintesis de los flagelos y su regulacion génica. En este sentido,
recientemente hemos logrado determinar la cascada regulatoria del sistema lateral de
B. diazoefficiens USDA 110 (Mongiardini et al., 2017). Este sistema parece asemejarse a
la cascada regulatoria descripta en E. meliloti y B. melitensis, siendo LafR el regulador
maestro de la sintesis (homodlogo a Rem de E. meliloti); y FlaF -FIbT,, los reguladores de
clase ll.

La cepa con mayor movilidad presenta ademds mayor quimiotaxis, y como
mencionamos anteriormente, el sistema subpolar seria responsable de este proceso
en B. diazoefficiens (Althabegoiti et al., 2008; Quelas et al., 2016a). La regulacion
génica del flagelo subpolar, por el contrario, alin no ha sido determinada, y representa
el principal objetivo de este trabajo de Tesis.

34



Tesis Doctoral Carolina Dardis

Resumen y Objetivos

La capacidad de moverse es una propiedad muy importante para cualquier
especie bacteriana. Esta caracteristica le permite colonizar nuevos nichos, alejarse de
sustancias nocivas y acercarse en busca de nuevos nutrientes, entre otras.
Particularmente, B. diazoefficiens es un rizobio que puede hallarse en los suelos
(naturales y antrépicos) y vivir en vida libre -estado plancténico (movilidad) o estado
sésil (formando biofilms)- o interaccionando con su par simbidtico. Para buscar y
colonizar plantas de soja, una bacteria mévil debe desplazarse hacia sus raices, ser
capaz de adherirse y formar microcolonias, infectar las raices mds pequeias y
diferenciarse a bacteroide dentro de los ndédulos. Este cambio radical entre los
diferentes estadios se debe a un gran cambio en la transcripcién genética y expresion
proteica en cada uno de ellos (Jiménez-Guerrero et al., 2017).

B. diazoefficiens utiliza dos sistemas de flagelos (lateral y subpolar) que le
permiten desplazarse. La sintesis flagelar es un proceso que se encuentra altamente
regulado dado la gran cantidad de proteinas necesarias y el alto costo energético que
implica su formacion (Macnab, 2003). En general, la sintesis de los flagelos ocurre en
etapas escalonadas, que, dependiendo del microorganismo, puede ser dividida en tres
o cuatro, siendo cada una de ellas desencadenada por una sefial especifica (Figura 1.7).
A través de estudios bioinformaticos, hemos podido asignar dos modelos de regulacion
diferentes a cada uno de los sistemas flagelares de B. diazoefficiens. Para los flagelos
laterales, nuestro grupo de investigacion demostrd, mediante estrategias de
mutagénesis dirigida y ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) que el
sistema de regulacion depende del par LafR/FIbT,, siendo el sistema regulatorio similar
al descripto en E. meliloti.

Por el contrario, la regulacion de la sintesis del sistema subpolar, el cual es
necesario en los procesos de natacién lineal, adhesion a superficies y quimiotaxis, aln
no ha sido estudiado en este microorganismo.

Objetivo general

En este trabajo de Tesis nos planteamos como objetivo principal la caracterizacién
de la cascada regulatoria de la sintesis del flagelo subpolar de B. diazoefficiens USDA
110y las sefiales involucradas en este proceso.

Objetivos especificos:

1) Caracterizacion gendmica detallada de los genes que codifican el flagelo subpolar
mediante técnicas bioinformaticas.
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2) Identificar y caracterizar los genes relacionados con la regulacion de la sintesis del
flagelo subpolar de B. diazoefficiens USDA 110.
3) Evaluar posibles sefiales involucradas en el control de la sintesis del flagelo subpolar.

4) Evaluar el rol del c-di-GMP sobre la regulacion del flagelo subpolar de B.
diazoefficiens USDA 110.
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[I.1 Herramientas bioinformaticas

[I1.1.1 Bases de datos

Para obtener las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de los genes y proteinas
analizadas en este trabajo se utilizaron las siguientes bases de datos: IMG
(https://img.jgi.doe.gov/), Uniprot (https://www.uniprot.org/), microbes online
(http://www.microbesonline.org/), PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)
y RhizoBase (http://genome.annotation.jp/rhizobase).

I1.1.2 Basquedas de secuencias homélogas y dominios
conservados

Para la busqueda de proteinas con secuencias homodlogas se utilizd el servidor
Blastp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para la busqueda de motivos
especificos de ADN en el genoma de B. diazoefficiens o en regiones 5'no traducidas se
utilizé el servidor MEME suite (http://meme-suite.org/). Los dominios proteicos fueron
identificados a través de los servidores Pfam (http://pfam.xfam.org/) y SMART
(https://smart.embl.de/).

[1.1.3 Alineamientos y arboles filogenéticos

Los alineamientos de secuencia fueron realizados en los servidores Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), T-Coffee (http://tcoffee.crg.cat/apps/
tcoffee/do:regular) y MUSCLE (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). El formato
de los alineamientos en escala de negros y grises fue realizado con el servidor
Boxshade (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).

Los arboles se construyeron en MEGA X utilizando el método de Maximum
Likelihood a partir de alineamientos obtenidos calculados con MUSCLE. En todos los
casos el soporte de las ramas se calculd mediante el método de bootstrap con 1000
réplicas.

[1.1.4 Modelado de regiones 5no traducidas

Para realizar los modelados de las regiones 5'UTR de las flagelinas subpolares se
tomaron las regiones 5°UTR a partir de los datos de transcriptomica (Cuklina et al.,
2016) y se sumaron 51 nucledtidos a partir del codén de inicio de manera similar a la
realizada por Anderson y Gober (2000). Los modelados se realizaron con el servidor
mfold (http://unafold.rna.albany.edu//?q=mfold/RNA-Folding-Form).
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[1.2 Cepas y plasmidos utilizados

Tabla Il.1 — Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepas

E. coli

DH5a

517-1

B. diazoefficiens

USDA 110

Aflic

AlafA

AlafA-Aflic

AflbD

fliX::Km
AfIbD-fliX::Km

AflaF

fIbT::Km
AflaF-fIbT::Km
AflaF-AlafA
AflaF-fIbT::Km- AlafA
AmotB;

AmotB;-AfliC

flgD3::Km

Caracteristicas

recA, AlacU169, ®80d/acZAM15

E. coli 294 RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7

Cepa WT cm®

Cepa derivada de USDA 110. Delecién de los cuatro
genes que codifican flagelinas subpolares (blr5843-
6) por insercién del cassette Km. Km”® cm”

Cepa derivada de USDA 110. Delecion de los dos
genes que codifican flagelinas laterales (blr6865-6)
por insercion del omegén sm-sp. Sm" sp® cm”

Cepa derivada de AlafA. Delecién de los cuatro
genes que codifican flagelinas subpolares y los dos
de las flagelinas laterales. sm® SpR Km” cm”

Cepa derivada de USDA 110. Delecion de un
fragmento de blr7003. cm”

Cepa derivada de USDA 110. Interrupcidn con
cassette Km en bl5837. Km" cm”

Cepa derivada de AfIbD. Interrupcidn con cassette
Km en blI5837. Km" cm"

Cepa derivada de USDA 110. Delecion de un
fragmento de bll5842. cm®

Cepa derivada de USDA 110. Interrupciéon con
cassette Km en bll5847. Km® cm”

Cepa derivada de AflaF. Interrupcidon con cassette
Km en blr5847. Km* cm”

Cepa derivada de AlafA. Delecidon de un fragmento
de blI5842. sm" sp® cm®

Cepa derivada de AflaF- AlafA. Interrupcidon con
cassette Km en bll5847. Sm" SpR Km” cm®

Cepa derivada de USDA 110. Delecion de un
fragmento de bll1510. cm®

Cepa derivada de AfliC. Deleciéon de un fragmento
de bll1510. cm”

Cepa derivada de USDA 110. Interrupciéon con
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1502::Gm

A1500

Bd-pFAJ
Bd-pFAl::ctrA

Bd-pFAJ::fliX

fliX::Km-
pFAJ

fliX::Km-pFAJ::fliX
Bd-pFAJ::tpbB
Bd-pFAl::pleD*
Bd-pB3
Bd-pB3::flbD
AflbD-pB3
AfIbD-pB3::flbD

Bd-spc4

ArpoN;

ArpoN,

ArpoN;-ArpoN,

cassette km en bIr3699. Km”® cm”®
Cepa derivada de USDA 110. Interrupcidn con
cassette gm en bll1502. em® cm®

Cepa derivada de USDA 110. Delecion de un
fragmento de bll1500. cm”

Cepa derivada de USDA 110. Porta el plasmido
pFAJ1708. Tc" cm”

Cepa derivada de USDA 110. Porta el plasmido
pFAJ::2200. Tc" cm”

Cepa derivada de USDA 110. Porta el plasmido
pFAJ::5837. Tc" cm”

Cepa derivada de fliX::Km. Porta el plasmido
pFAJ1708. Tc" cm”
Cepa derivada de fliX::Km. Porta el plasmido

pFAJ::5837. Tc" cm”

Cepa derivada de USDA 110. Porta el plasmido
pFAJ::tpbB. Tc" cm®

Cepa derivada de USDA 110. Porta el plasmido
pFAJ::pleD*. Tc" cm®

Cepa derivada de USDA 110. Porta el plasmido
pBBR1MCS3. Tc* cm”

Cepa derivada de USDA 110. Porta el plasmido
pB3::7003. Tc" cm®

Cepa derivada de AflbD. Porta el plasmido
pBBR1MCS3. Tc* cm”
Cepa derivada de AflbD. Porta el plasmido

pBBR1MCS3::fIbD. Tc* cm”
Cepa derivada de USDA 110 resistente a Sp SpR cm®

derivada de Bd-spc4. Los autores la

denominaron N50. Interrupcion de blr1883 con

Cepa

cassette Km. KmRSpRCmR
Bd-spc4. Los
denominaron N63. Interrupcion de blr0723 con

Cepa derivada de autores la
cassette Km. KmRSpR cm®
Bd-spc4. Los

denominaron N50-97. Interrupcién de blr1883 (con

Cepa derivada de autores la

cassette Km) y blr0723 (con cassette sm). Km® sm®
SpR cm®
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Tabla I1.2 — Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmidos Caracteristicas Referencia

Vectores de entrada

pBlueScriptSK(+)
pBS::2200Dw
pBS::5837
pBS::1510
pUC4K

pJBTc19::pleD*

pG18mob2
pG::2200Up

pG::2200UpDw

pG::2200UpDw::Km

pG::5808

pG::5808::Km

pG::5837

pG::5837::Km

pG::3699

pG::3699::Km

pMJA10

pK18mobsacB

pKsacB::7003

pKsacB::A7003

ApR lacZa

Derivado de pBlueScriptSK(+) conteniendo la region
Dw de bll2200 (ctrA). Ap”

Derivado de pBlueScriptSK(+) conteniendo bll5837
(fliX) completo. ApR

Derivado de pBlueScriptSK(+) conteniendo bll1510
completo (motB;). ApR

Fuente del gen nptll de resistencia a Km. Km

Fuente del gen pleD* de C. crescentus. Tc"

Vectores suicidas en B. diazoefficiens

Mob* Gm® lacza

Derivado de pG18mob2 conteniendo la region Up de
bl12200 (ctrA). Gm"

Derivado de pG::2200Up conteniendo
extremos (UpDw) de bll12200 . Gm"°
Derivado de pG::2200UpDw conteniendo ambos

ambos

extremos (UpDw) de bll2200 interrumpido por
insercion del cassette Km. Gm" Km"

Derivado de pG18mob2 conteniendo un fragmento
de blI5808 (cckA). Gm"

Derivado de pG::5808 conteniendo un fragmento de
blI5808 interrumpido por insercién del cassette Km.
Gm*km"”

Derivado de pG18mob2 conteniendo blI5837 (fliX).
ém"

Derivado de pG::5837 conteniendo blI5837
interrumpido por insercién del cassette Km. Gm*km"®
Derivado de pG18mob2 conteniendo blr3699 (flgD;).
ém"

Derivado de pG::3699 conteniendo blr3699
interrumpido por insercién del cassette Km. Gm*km"®
Derivado de pG18mob?2 llevando las regiones 5y 3’
de fliC1234 interrumpidas con el cassette Km. Gm"

Km"

Mob* Km" lacZa SacB

Derivado de pK18mobsacB conteniendo un

fragmento de blr7003 (fIbD). Km®
Derivado de pKsacB::7003 conteniendo blr7003
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pKsacB::7003DxA(2)

pKsacB::5842
pKsacB::1510

pKsacB::A1510

pKsacB::1502::Gm

pG18mobLK::fIbTs::K
m

mutado para delecién limpia. Km"

Derivado de pK18mobsacB conteniendo blr7003
(flbD) mutado para sustitucion de aminoacido (Ds,A).
Km"
Derivado de pK18mobsacB conteniendo bll5842
(flaF) mutado para delecién limpia. Km®

Derivado de pK18mobsacB
fragmento de bll1510 (motB,). Km"
Derivado de pKsacB::1510 conteniendo bll1510

mutado para delecidn limpia. Km"®

conteniendo  un

Derivado de pK18mobsacB conteniendo bll1502
interrumpido por insercién del cassette Km. KmfGm®

Derivado de pG18mobLK conteniendo bll5847

interrumpido por insercién del cassette Km.

Vectores replicativos en B. diazoefficiens

pBBR1MCS3
pB3::7003
pFAJ1708
pFAJ::2200
pFAJ::5837
pFAl::pleD*

pFAJ::tpbB

c?

Derivado de pBBR1MCS3 conteniendo deblr7003
(flbD) completo. Tc"

Ap"Tc”?

Derivado de pFAJ1708 conteniendo bll2200completo
(ctrA). Ap"Tc"

Derivado de pFAJ1708 conteniendo blI5837completo
(flix). Ap" 1"

Derivado de pFAJ1708 conteniendo pleD* de C.
crescentus. ApRTcR

Derivado de pFAJ1708 conteniendo tpbB de P.
aeruginosa. ApRTcR

Carolina Dardis
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1.3 Procedimientos microbiologicos

[1.3.1 Medios de cultivos para microorganismos

Las cepas de E. coli se cultivaron de forma rutinaria a 372C, tanto en medio sélido

como liquido (180 rpm), utilizando el medio Luria-Bertani (LB), cuya composicién es la

siguiente (Sambroock, 1989):

Triptona ......ccceeee.e.
Extracto de levadura
Agar (para medio sél

Agua destilada

[[o[o) IUUUURTN
........................ 1000 ml

El medio se llevd a pH=7 y se esterilizé en autoclave a 1202C durante 20 minutos.
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Las cepas de B. diazoefficiens se cultivaron siempre a 282C, tanto en medio sélido
como liquido (180 rpm), utilizando distintos medios de cultivo:

Yeast Extract Manitol (YEM) para crecimiento en medio sélido. (Vincent, 1970)

KoHPO4 eveeiieeeieeeieeeeeeee e 0,5g
MES04. 7H20..cciiiiiiiiiiiiieieieieeeeeeeeenenns 0,2g
NACloiiieeeeeeeeceee e 0,1g
Extracto de levadura........ccccecuvveeennes 0,4g
Manitol ...ccoecvveeiiriiee e 10g
Agar (medio s6lido) .....ccceeeeeerreeeennns 15g
ROJO CONEO ..cvvvvvvrrverereeeeeeeeeeeeeeeeneeenes 0,025g
Agua destilada.......cccoevvveviiiiiieeinns 1000 ml

El medio se llevd a pH=7 y se esterilizd en autoclave a 1202C durante 20 minutos.

Peptone Salts Yeast extract modificado (PSY-ara) para crecimiento en medios
liquidos. (Regensburger y Hennecke,1983)

KH2PO4 v 0,3g
NasHPO e eee e 0,3g
Peptona .ceeeeiiece 3g
Extracto de levadura.........ccccuveeeee..n. 1g
Arabinosa......cccccceeeeiiieecccieeeee e, 1g
Agua destilada.....cccceeeeveniiiineenen, 1000 ml

El medio se llevé a pH=7 y se esterilizé en autoclave a 120 2C durante 20 minutos.
Luego se completé con soluciones concentradas estériles de los siguientes

compuestos.
MgS04.7H,0 (1000X)......eeeeeeireeeennns 10g/I
CaCl,.2H,0 (1000X).....cceccrreeerreennen. 5g/l
FeCl3.6H20 (100X)...cceevvreeeereeecireens 0,166g/I
H3BO3 et eeeeseeeeeeseee e 10g/l |
ZNSO4.2H50.... i 1,46g/I
CUSO4.5H70 e 0,5g/| [ Micronutrientes (1000X)
MNCl2.4H20 e 0,24g/l
NaMOO4.2H20. e, 0,1g/l -
BIOtiNG . eeeeeeeee e 0,1g/
Clorhidrato de tiamina ..........ccoeuuueee 0,1g/ Vitaminas (1000x)
Pantotenato sOdico .......cccvvvvveereeenn. 0,1g/I
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Para ensayos de movilidad se utilizé el medio AG tanto para medios liquidos como
para medios semisdlidos. (Sadowsky et al.,1987)

N P @ T 0,125g
N DY © 0,25g
HEPES ...ttt 1,3g
MES ..ottt 1,1g
Extracto de levadura........ccccecuvveeennns 1g
L-arabinosa .....ccccecveeeiveiieeeiiiieeeees 1g
Gluconato de sodio......ccceevveeeernnenn. 1g
Agar (medio semisdlido).................. 3g
Agua destilada.....cccceeevienniiinennnnn, 1000ml

El medio se llevé a pH=7 y se esterilizd en autoclave a 1209C durante 20 minutos.
Luego se completé con soluciones concentradas estériles de los siguientes

compuestos.
MgS04.7H20 (1000X) ..evvererererereeen. 180g/|
CaCly.2H;0 (1000X)......vereverereeeererene. 13g/|
FeCl3.6H20 (100X) ..o 6,7g/|
NHCI (L00X) cvoververeeeereeeereeeeseeenene 32g/I

[1.3.2. Conservacion de las bacterias

Las bacterias fueron crecidas en placas YEM con Rojo Congo o LB y guardadas en
solucion de YEM/LB con glicerol 50% v/v a -20°C. Para guardar a -802C se utilizé una
solucién YEM/LB glicerol 20% v/v.

Siempre que fue necesario se plaguearon alicuotas de los stock de -202C en placas
YEM con RC y luego de un periodo de crecimiento en estufa, fueron guardadas a 42C
cerradas con parafilm.

[1.3.3 Cultivos bacterianos y preparacion de in6culos

Para realizar la mayoria de los ensayos, los indculos fueron preparados partiendo
de colonias crecidas en placa y a partir de alli se realizé un primer cultivo liquido de
10ml (siempre en presencia de antibidtico) hasta alcanzar fase estacionaria. A partir de
ese cultivo, se realizd una primera dilucion sin antibidtico de manera de obtener un
cultivo cuya DOsgp inicial sea 0,1 e incubados hasta alcanzar fase exponencial de
crecimiento (DOsgp=1). Luego se realizd una segunda y ultima diluciéon a DOsg inicial
0,01 y cosechadas a la DOsq final deseada.
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I1.3.4 Estimacion de la biomasa y recuento en placa

La biomasa se estimé mediante lecturas de densidad dptica a DOsqg y cuando fue
necesario a DOggo. El nUmero de bacterias viables o unidades formadoras de colonias
(UFC) fue realizado mediante el recuento en placa de tres diluciones seriadas de
cultivo y cuantificacidon de 5-30 colonias de 10-15 gotas de 5ul (Hoben et al., 1982).

[1.3.5 Antibi6ticos

Los antibidticos utilizados fueron preparados en una concentracién de 1000X en
agua bidestilada, con excepcion de cloranfenicol, tetraciclina y espectinomicina que
fueron preparadas en metanol. La esterilizacion se realizd por filtraciéon (filtros
Millipore de 0,22 um). En la Tabla 1.3 se detallan las concentraciones finales de cada
uno de los antibidticos utilizados.

Tabla 1.3 — Concentraciones de antibiéticos utilizadas en este trabajo.
La tabla muestra las concentraciones finales de antibiéticos en medios sélidos o liquidos utilizadas para
E. coli o B. diazoefficiens.

E. coli B. diazoefficiens
Antibiético Medio sélido Medio liquido Medio sélido Medio liquido
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Kanamicina sulfato 25 25 150 150
Ampicilina 200 200 - -
Tetraciclina 10 10 100 15
Gentamicina 10 10 100 25
Cloranfenicol 20 -
Espectinomicina 200 200

[1.3.6 Preparacion de células electrocompetentes de E. coli

La preparacidon de células electrocompetentes fue realizada segin Tung y Chow
(1995), con leves modificaciones. Se inocularon 300 ml de medio LB sin NaCl, con 1 ml
de un cultivo de la cepa E. coli DH5a o S17-1 crecido previamente. El cultivo fue
incubado a 37°C y agitado a 180 rpm en agitador orbital hasta que se alcanzé una
DOggo de 0,6 unidades; momento en el cual se procedid al enfriamiento del cultivo en
agua hielo durante 30 minutos. Luego, las células se centrifugaron 15 minutos a 4.000
x g.y se lavaron con 50 ml de glicerol 10% frio. Este procedimiento se realizé dos veces
a 4°C. Las bacterias se resuspendieron suavemente en glicerol 10% frio y se
fraccionaron en alicuotas de 100 pl, que se conservaron -80°C.
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I1.3.7 Electrotransformacion de células electrocompetentes de
E. coli

Las reacciones deligacion fueron desaladas por osmosis utilizando membranas de
ultrafiltracion (Millipore) y luego transferidas a células electrocompetentes de E. coli
DH5a mediante la técnica de electrotransformacién. Los plasmidos purificados por
miniprep se transformaron directamente a células E. coli S17-1. En ambos casos se
utilizé un equipo Gene Pulser (Bio-Rad) y cubetas comerciales de 0,2 cm de ancho
(Gene Pulser Cuvette Bio-Rad), bajo las condiciones recomendadas por el fabricante
(25uF, 20Q0, 2,5 kV). Inmediatamente después de la electrotransformacion, se
adiciond a las células 1 ml de medio LB fresco, y la suspensién se incubé 1 hora a 37°C
para activar el metabolismo de las bacterias. Pasado este tiempo, se plaguearon
(alicuotas de diluciones 1/10, del cultivo directo o el pellet centrifugado) en medio LB
sélido con antibidtico y se incubaron el tiempo necesario en estufa a 37°C.

[1.3.8 Conjugaciones biparentales

Las conjugaciones fueron realizadas empleando la técnica de Simon (Simon et al.,
1989) con modificaciones menores segln se indica a continuacion. Las cepas aceptoras
de B. diazoefficiens fueron crecidas en el medio PSY-ara sin antibidtico durante 3 dias
hasta una DOsqg aproximada de 1 unidad. Las cepas de E. coli S17-1 fueron crecidas en
medio LB con antibidtico overnight y se diluyeron a medio LB fresco sin antibidtico
hasta alcanzar una DOggg similar.

Para realizar la conjugacién se mezclaron cantidades iguales de cada una de las
cepas y se centrifugaron a 640 x g durante 8 minutos. El precipitado fue resuspendido
suavemente en 50-75 ul del mismo medio, colocado en placas de PSY-ara sélido en
forma de gota e incubaba durante 48 horas a 28°C. Luego la gota fue resuspendida en
1 ml de medio YEM fresco y plaqueada en el/los antibidtico/s correspondiente/s para
la seleccion de transconjugantes. El mismo procedimiento se realizd individualmente
con cada una de las cepas como control negativo de la conjugacion.

[1.3.9 Ensayos de natacién en agar semisolido

Los ensayos de natacion en agar semisélido se realizaron en cajas de Petri de 90
mm de didmetro con 25 mL de medio AG y concentracién de agar 0,3% p/v, y luego se
incubaron pinchando con un palillo en el centro de cada placa. Cuando las bacterias
comenzaron a nadar, se registro el diametro del halo de natacion (mediante
observacion de la turbidez producida por las bacterias que se han desplazado desde el
centro de la placa) en funcién de los dias.
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[1.3.10 Observacion y cuantificacion de exopolisacaridos (EPS)

[1.2.10.a Ensayo de union a Rojo Congo (RC)

El Rojo Congo (RC) es capaz de unirse a unidades D-glucopiranosil de polisacdridos
neutros o basicos y a algunas proteinas y por esta razén es utilizado para estimar la
cantidad de EPS producida (Spiers et al., 2003).

Las cepas se crecieron en PSY-ara hasta alcanzar fase exponencial (DOsgp=1) y se
plaquearon tres gotas de 5 pl en placas PSY-ara. Transcurridos 3 dias de crecimiento a
289C, las gotas se resuspendieron en 1 ml. de una solucidn de RC (0,005% p/v). Luego
de 2 hs. de incubacién a 379C se centrifugd a 16.000 x g y se tomo el sobrenadante. La
absorbancia del mismo fue medida a 490nm. y relativizada en funciéon de la
absorbancia de la cepa control.

Arelativa= (ARC cepa/ARC cepa control)

[1.3.10.b Cuantificacion de EPS mediante el método de Antrona

Para la extraccion de EPS, las bacterias se cultivaron en 25ml. de medio PSY-ara
hasta alcanzar una DOsgy: 0,7 (exponencial) o DOsgg:3 (estacionaria) y se cosecharon
10ml por centrifugacién a 12000 x g por 45min a 4°C. El sobrenadante fue precipitado
con 3 volumenes de alcohol 96% e incubado a -209C durante toda la noche. El pellet se
separd por centrifugacién a 12000 x g por 45min a 42C. El precipitado se resuspendid
en 2ml. de agua bidestilada.

Para la cuantificacidn se realizé una curva de calibracién utilizando una solucién de
glucosa 1 mg/ml como patréon y una solucidn de Antrona en H,SO4 (0,2% p/v). Luego
las muestras fueron hervidas durante 10 min. y la absorbancia fue medida a 620nm.
Las medidas fueron realizadas por triplicado, tanto para la curva de calibracién como
para el resto de las muestras. Luego se realizdé un promedio de las réplicas bioldgicas
expresadas como pg EPS/ml y se analizaron las diferencias utilizando ANOVA.

[1.3.11 Ensayos de adhesion a tubos de vidrio

Para el ensayo de adhesidén a vidrio se partié de cultivos crecidos hasta fase
exponencial, de los cuales se realizd una dilucién para alcanzar una DOsq inicial de
0,08. Para la determinacidn se inocularon 4 ml de esta diluciéon en tubos de vidrio de
16 cm de alto y 150 mm de radio. Los mismos fueron crecidos a 282C a 100 rpm,
durante 3, 5 o 7 dias. Luego el sobrenadante fue descartado y los tubos fueron lavados
tres veces con agua destilada y secados a 652C. Seguidamente se tifieron los halos con
una solucion de Cristal Violeta 1% p/v durante 15 min. Los tubos fueron lavados tres
veces con agua destilada y secados nuevamente. El colorante adherido fue extraido
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utilizando una solucién de acido acético 33% p/v y su absorbancia fue medida a
595nm.

[1.3.12 Ensayos de sensibilidad a SDS

Para el ensayo de resistencia a SDS se inoculé medio PSY-ara (0,9% p/v de agar)
fundido con los cultivos crecidos en este mismo medio alcanzando una DOg0=0.08.
Luego se posaron discos de papel de filtro estériles (0,6 cm) sobre las placas
solidificadas y se le agregd una gota de 10 ul de agua bidestilada o de una solucién 5%
p/v de SDS. Luego de dos semanas de incubacidn a 28°C se registraron los halos de
inhibicién. Modificado de Calatrava-Morales y col. (2017).

[1.4 Técnicas de biologia molecular

[1.4.1 Preparacion de ADN plasmidico

Los plasmidos de E. coli fueron preparados por la técnica de lisis alcalina descripta
por Sambrook (Sambrook, 1989). Brevemente, se suspendieron bacterias crecidas en
medio sélido en una solucién Tris-HClI 50 mM, EDTA 10 mM, pH=8.0. Se agregd luego
una solucion de NaOH 0,4 N, SDS 2% y se mezcld por inversidon suave. Finalmente, se
agregd una solucion de KAc 3 M, pH=4.8 mezclando suavemente. Luego se centrifugd
la mezcla a 16.000 x g durante 15 minutos y al sobrenadante se le agregd una
suspension de oxido de silicio (Sigma 99%). Se centrifugd a 16.000 x g y se lavé el
sedimento tres veces con una solucion de NaCl 50 mM, Tris 10 mM pH=7.5, EDTA 2,5
mM y etanol 50%. Posteriormente se dejo secar y se resuspendié en 20-30 ul de agua
bidestilada, se incubd durante 5 minutos a 65°C, se centrifugé a 16.000 x g y se tom¢ el
sobrenadante conteniendo el ADN plasmidico.

[1.4.2 Extraccion de ADN total

Se utilizaron dos técnicas de extraccién de ADN total como molde para la reaccién
en cadena de la polimerasa (Capitulo 11.4.5). Ambas fueron realizadas mediante lisis
por calor.

Las células de los cultivos liquidos fueron lavadas primeramente con una solucidn
NaCl 1 M y luego con agua bidestilada. Seguidamente se agregd una suspension de
Resina (CHELEX) y se llevd a 562C por 20 minutos. Luego de mezclar la suspension se
hirvid la misma por 8 minutos, se centrifugd a 16.000 x g y separd el sobrenadante.
Para las reacciones de PCR se utilizd 1 pl de esta preparacién como molde.

Las bacterias crecidas en medio sélido fueron resupendidas en 50-100 pl de agua
bidestilada estéril. La suspensidén fue hervida durante 10 minutos y centrifugada a
16.000 x g por 10 minutos; 2 pul de los sobrenadantes fueron usados como ADN molde.
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[1.4.3 Extraccion de ARN total

La extraccion de ARN total de B. diazoefficiens se realizé a partir de cultivos en
fase exponencial DOgy =0,5 en medio PSY-ara, los cuales fueron centrifugados a
12.000 x g durante 25 minutos a 4°C. Posteriormente, los precipitados se
resuspendieron en buffer TE pH 8 y las bacterias fueron lisadas agregando lisozima y
posterior incubaciéon a 372C por 30 minutos. La lisis finalmente se completd con la
adicion del Trizol (Invitrogen). Posteriormente se siguieron los pasos indicados por el
fabricante. EI ARN se resupendid en agua bidestilada tratada con DEPC y se cuantificé
por medida de su absorbancia a 260 nm. Cada muestra se traté luego con ADNasa |
(Invitrogen) segun lo indica el fabricante para eliminar cualquier contaminacién de
ADN que existiese. Se verificé la ausencia de ADN realizando una PCR previa a la
retrotranscripciéon. La muestra conteniendo ARN se conservo a -80°C.

[1.4.4 Transcripcion reversa, RT-PCR y qRT-PCR

El proceso de retrotanscripcion (RT-PCR) fue realizado con la enzima MMLV
(Invitrogen) utilizando hexameros al azar (random primers) para obtener los ADN
complementarios (ADNc) segun las indicaciones del fabricante.

Para las RT-PCR se realizaron las reacciones de PCR para cada gen de interés en
cada una de las cepas, en tubos separados utilizando como molde el ADNc.

Para las la RT-PCR en tiempo real (QRT-PCR) se realizd la cuantificaciéon usando iQ
SYBR Green Supermix (BioRad) siguiendo los datos del fabricante y se utilizé el equipo
gTOWER 2.2. Los datos fueron normalizados utilizando el método AAC; (Pfaffl, 2001)
utilizando el gen sigA como control gen enddgeno y la cepa WT como control.

quz—AACT

Foldchange = Rqmut
Rawt

Los primers fueron disefiados con especial cuidado siguiendo el instructivo (iQ
SYBR Green Supermix) y poniendo énfasis en la especificidad de ellos dado que existen
genes paralogos para la mayoria de los genes flagelares. En la Tabla 1.4 se muestran
los primers utilizados en este trabajo.
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Tabla Il.4 - Primers para RT-PCR y qRT-PCR.

Nombre Secuencia
Control enddgeno
sigA_Fw CTGATCCAGGAAGGCAACATC
sigA_Rv TGGCGTAGGTCGAGAACTTGT
Genes reguladores
q5837_Fw ATGCTGCGGCGAACCTGAA
q5837_Rv ATCTCGGACAGCACGGAATCG
q7003_Fw GTCAACCTGAAGATCCCACC
q7003_Fw TTGGCTTCGGCGTACTTCTT
q5842_Fw ATCGATGTCCGCCAGAAGAT
q5842_Rv GGCAGCGATATTGCGATTGA
q5847_Fw CACGGCACCTATTTCAACCTC
q5847_Rv CAGGATGTTGTTGTTGATGGCT
q5808_Fw ATCCAGTCGTGGGTCGTATC
g5808_Rv TCAGATAGGCCGCATTGGAA
2200_FwE AAAAgaattcCGTCTTGGTGTCGAGGTTGA
2200_RvH AAAaagcttCGATTCTGATCCTCTCCGGC
lafR_Fw CGAAACAGGGGCGAAAGAC
06846int_Rv GGTCCGATTCACTCGCAGA
Sistema de Secrecion Tipo Il
q2201_Fw CAAGTGATGGCGACCTATGC
g2201_Rv GGTAACCGTCCGCCAATGA
q2207_Fw GCCCTGATGAAGCAGTTCTC
q2207_Rv GGAAGGGAATGGTCGGAATG
g95816_Fw CCTCCCGCGTAGAGTTCTTT
q5816_Rv ATTGATGCTGATGTCCTGCG
Anillos y motor
05826_Fw GTCACCGACATCTTCCAGAC
05826_Rv CTTGGTCAGCTCTTCCTTGAG
q5838_Fw GAGGATGGTCCGAGATTTGA
g5838_Rv CCAACAATCCTCACCCAACG
06999_Fw GAGCAAGAAGACCGAGGAGACCAA
q6999_Rv CTCCTTGGTGCGGTCCTGATA
g3800_Fw GATGAAGAGACCAACCGCAC
q3800_Rv GATAGGCCAGCAGCATTTCG
Baston
q5827_Fw CTTCTGATCGGCTTGTCACG
q5827_Rv AGAAACTCCTCGAACAGCGA
q5814_Fw TTCGACCAGAACAGGAATGC
q5814_Rv GCGTAATCCATCTGGTTGCT
Gancho
q3696_Fw ATATCACGGTGACCAGCACG
q3696_Rv CCCGTCAGCACCATCTCATA
q3699_Fw TTCGGTTACTCGCTGTCCTC
g3699_Rv GGTTGCCGCTGGAGTCCTT
q5854_Fw ATCAGCGGCGGTGCGGTCA
q5854_Rv AGAACAGGTTCCAGGTATCGG
q6996_Fw ACGTCAGATGTAGCTGCCA
q6996_Rv TCGCCTGGGTATTACTGTCG
Filamento
gq5843_Fw GTTCAAGAGGAAGACTCGCC
q5843_Rv GTTGACCTTCTTGCCGGTTG
q5844_Fw GAAGACGCGTAAGCCAGAAG
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q5844_Rv GACGGTTCTGTGTGGTGG

q5845_Fw TTAATCCTAATCGAAGTTTGTTGCG flic3
q5845_Rv CGGTGGACTGGAGAGAAAGA

q5846_Fw GGTCAATCTCGATCCAAGCAGA .
q5846_Rv ACGATGCCTGACATGACTCT fiica

Los numeros indicados en los nombres de los primers representan el locus tag del gen en
el que hibridan.

I1.4.5 Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Los ensayos de PCR fueron realizados empleando un ciclador térmico. La
composicion de las mezclas de reaccién fue: buffer Tris-HCI 50 mM pH=8.3, 3 mM
MgCl2; 200 uM dNTPs; 1 U de Taq polimerasa y 10 uM de cada uno de los primers,
completando un volumen final de mezcla de reaccién, para todos los casos, de 10 pl.

Los primers empleados estan listados en la Tabla 1.5 y fueron sintetizados en su
mayoria en Eurofins MWG. El ciclado se realizd respetando el esquema basico de una
desnaturalizaciéon inicial de 3 minutos; 35 ciclos de desnaturalizacion, hibridacion
(annealing) y elongacién; y por ultimo, una elongacién final. En todos los casos, la
desnaturalizacién se realizé a 94°C y la elongacion a 72°C (temperatura éptima de
elongacion de la Taqg polimerasa). Dependiendo del juego de primers utilizado, se fijo la
temperatura de annealing y los tiempos fueron determinados en funcién del largo del
fragmento que se quiso amplificar en cada caso. Las reacciones de PCR fueron
sembradas y separadas por tamafio mediante electroforesis en gel de agarosa.

En los casos donde se necesité amplificar dejando extremos romos se utilizé la
enzima de alta fidelidad Pfu (PBL) que posee actividad exonucleasa 3°-5". El ciclado se
hizo respetando el siguiente esquema. Una desnaturalizacidn inicial de 2 minutos; 35
ciclos de desnaturalizacién, hibridacién (annealing) y elongacidn; y por ultimo, una
elongacion final. La desnaturalizacién inicial se realizé a 94°C y luego a 92°C vy la
elongacion a 68°C. Dependiendo del juego de primers utilizado, se fijoé la temperatura
de annealing y los tiempos fueron determinados en funcidn del largo del fragmento
gue se quiso amplificar en cada caso.
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Tabla II.6 — Primers para mutagénesis utilizados en este trabajo. En mindscula se
encuentran marcados los sitios de restriccion agregados en cada primer y subrayadas las secuencias
complementarias agregadas para la estrategia de mutagénesis de bll5842 y el cambio puntual en el

primer 7003 DxA.

Nombre

Secuencia

Primers universales

M13_Fw
M13_Rv

pFAJ_Fw
pFAJ_Rv

Km_Fw

Km_Rv

GTAAAACGACGGCCAGT

GCGGATAACAATTTCACACAGG

ACTGGGCTATCTGGACAAGG
TCGTTGTTGAGGACAACTGC

CATCGGGCTTCCCATACA
TGCCATTCTCACCGGATT

Primers especificos

1510_Fw
1510_Rv
Ext1510_Fw

Ext1510_Rv
3699_FwX
3699_RvH
Ext3699_Fw
Ext3699_Rv
Up2200_Fw?2
E
Up2200_RvH
Dw2200_FwP
Dw2200_Rv
5808_FwH
5808_RvB
7003_FwE
7003_RvH
Ext7003_FwP

Ext7003_RvX

7003DxA_Fw
7003DxA_Rv

5837_Fw
5837_Rv
Ext5837_Fw
Ext5837_Rv

Up5842_FwE

Up5842_Rv

Dw5842_ Fw

Dw5842_RvH

AAGTTGATCTGCGGGTAGGC
CACCGTGCGCGAATATGG
TCGGCACCAGATCCTTGC
CGACACGCTGAAGGAGGG
AAtctagaCTAGAACCGGGGTGTGCG

AAAAAgEcttgaAAGTGCGCCGGTGAG
CCACAGTTCTTCATCTCTGCC

GACCCTGCTGGGTGAGGT

AAAAgaattcATCATCGTTCCCCCATCGTG

AAAaagcttCGATTCTGATCCTCTCCGGC
AActgcagTCTTGGTGTCGAGGTTGACG
ACGGAGCCGGATAACGAAAG
AAAAAgCttagCTTGACCTTCTCGCCG
AAAggatccCTTCGACCACACGCCGAT

AAAAgaattcTCAAGACCGAACGCACGTAA
AAAAagcttcGGCGTATTCGTTGAGCTTG
AActgcagGGCCATCGACATCTACGTCA

AAtctagaACTTATTGTGTGGCGACTGGT

CCTCCTGCTGGTCGCCGT
ACGGCGACCAGCAGGAGG

TATCACGCAACTCGGGCTTAC
CCCAACAATCCTCACCCAAC
ACAAATGGGCGGTGCTGA
CCGCACGCCCTCGATATT

AAAAgaattcTATCGAGCGTGGCAACCG
GCCGTCGACggatccGAGGCAAGCCCGC
AGTTCGATCAC
TGCCTCggatccGTCGACGGCACATCAAT
CACACCCTGGAG
AAAAAgcttcgCTCCGCCGTTCTTTTTAC

Funcion

Chequeo de clonados en
pK18mobsacB — pG18mob2 —
pBBR1IMCS3

Chequeo de clonados en
pFAJ1708

Chequeo de presencia del
cassette Km

Clonado de bll1510

Chequeo del evento de doble
recombinacién bll1510

Clonado de blr3699

Chequeo del evento de doble
recombinacién blr3699

Clonado del fragmento Up de
bl12200

Clonado del fragmento Dw de
bll2200

Clonado de blI5808

Clonado de blr7003

Chequeo del evento de doble
recombinacion blr7003 y

clonado para complemetacién

Clonado bIr7003 con cambio
puntual

Clonado de bll5837

Chequeo del evento de doble
recombinacidn bll5837

Clonado del fragmento Up de
bll15842

Clonado del fragmento Dw de
bll15842

53

Carolina Dardis

Referencia

Producto
comercial

Quelas, sin
publicar

Quelas et al.,
2016b

Esta tesis

Esta tesis



Tesis Doctoral Carolina Dardis

Ext5842 Fw GTGGTCAATCAGTTCCCCGA Chequeo del evento de doble

Ext5842_Rv GCTCATCGAACCTGACGCT recombinacion bll5842

PA1120_FwS AAgagctcACAAGGCTGAACAGGGCG Cedidos por el
Clonado de tpbB Dr. Federico

PA1120_RvB AAggatccCGTGCACCCGAGCGTATT Sisti
(1]

[1.4.6 Tratamientos enzimaticos del ADN

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

[1.4.7 Electroforesis en geles de agarosa

La electroforesis horizontal en geles de agarosa se utilizd para observar las
diferentes clases de acidos nucleicos, la correcta digestidn de los mismos y los tamanos
de los amplicones obtenidos por PCR. El porcentaje de agarosa de la solucién varié de
0,8-1,5% p/v, preparada en buffer Tris-bdrico-EDTA (TBE, Tris 89 mM, EDTA-Na, 2,5
mM, BOsHs 89 mM, pH 8,2), de acuerdo al tamafio del producto de ADN que
esperabamos observar. Las muestras se mezclaron para su siembra con solucion de
carga (sacarosa 40%, azul de bromofenol 0,25% en una relaciéon 5 pl solucion de ADN
en agua o TE/ul solucién de carga) y las corridas se realizaron a voltaje constante (80 a
120 volts), utilizando como buffer de corrida el mismo TBE.

[1.4.8 Revelado de geles y fotografia

La visualizacidn de los fragmentos de ADN se realizé con el agregado de 0,5 pug ml-
1 de bromuro de etidio a los geles de agarosa por transiluminacion con luz ultravioleta
de A=260 nm. Como marcador de peso molecular se utilizé6 ADN del fago A digerido con
Hindlll o marcadores de peso molecular de 100 pb o 1000 pb. El registro de los
resultados se realizé mediante fotografia de los geles con una cdmara digital Kodak
modelo DC 120 (software-EDAS-Kodak) bajo iluminacién ultravioleta.
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[1.4.9 Estrategias de clonado y mutagénesis

Los clonados de los fragmentos correspondientes a las regiones 5" y 3" de los
genes que fueron elegidos para estudiar mediante estrategias de mutagénesis se
realizaron utilizando alguna de las siguientes estrategias.

1) PCR de laregion 5"y 3"y clonado de manera independiente cada uno de ellos

en el vector deseado.

2) Clonado de un fragmento completo en un vector y posterior delecién de un
fragmento interno del inserto clonado, por digestion con enzimas de
restriccion. El vector final se obtiene por religacion de esta digestion.

3) PCR de la region 5" y 3, seguida de una tercera PCR para generar un Unico
fragmento (Sukdeo y Charles, 2003), que luego sera clonado en un vector. Esta
estrategia requiere del disefio de dos primers externos que hibridan en la
region que se quiere amplificar, y dos primers internos que contienen ademas
de la region homodloga a la zona que se quiere amplificar, una secuencia
adicional complementaria entre ambos (Figura I1.1).

Figura Il.1 Estrategia de clonado descripta por Sukdeo y Charles (2003). A. En un primer
momento se realiza la PCR1 (utilizando los primers a 'y b) y la PCR2 (utilizando los primers c y d) sobre un
molde de ADN. Las rayas negras representan la regién complementaria de los primers b y c. B. Luego se
realiza una tercera reaccion de PCR (PCR3) utilizando los primers ay d y las PCR1 y PCR2 como molde. C.
Los fragmentos quedan unidos y se amplifican durante la PCR3 dada la complementariedad entre las
secuencias adicionales de los primers b y c.

Para la seleccion de mutantes, se utilizaron dos estrategias de mutagénesis
diferentes. Una de ellas consiste en la insercion del cassette de antibidtico que otorga
resistencia a Km o Gm, y la estrategia de mutagénesis “limpia” donde se deleciona el
gen completo o un fragmento del mismo sin dejar una resistencia a un antibiético.

[1.4.9.a Estrategia por insercion del cassette de antibiético

Para esta estrategia se construyd un vector conteniendo ambos extremos del gen
diana interrumpido con el cassette de antibidtico. Para esto se utilizé el plasmido no
replicativo en B. diazoefficiens USDA 110, pG18mob?2 el cual lleva el gen que codifica la
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resistencia a Gentamicina (Gm). El cassette que otorga resistencia a Kanamicina fue
clonado a partir del plasmido pUC4K y fue utilizado para interrumpir el gen diana
(Figura 11.2).

En todos los casos la construccion fue transformada a la cepa de E. coli S17-1y
luego transferida a B. diazoefficiens por conjugacion biparental. Los recombinantes
dobles fueron seleccionados mediante resistencia a Km y sensibilidad a Gm mediante
crecimiento de los transconjugantes en placas replicas en medio YEM. El evento de
recombinacion en los probables mutantes fue chequeado por PCR utilizando un primer
externo a la zona de recombinacién y un primer que hibrida en el cassette Km. Estos
productos de PCR se verificaron mediante secuenciacion.

Figura 1.2 — Estrategia de mutagénesis por inserciéon de Km. A. La imagen representa el
evento de doble recombinacion entre el gen presente en el genoma (arriba) y el gen clonado en el
plasmido que contiene la insercidn del cassette Km. B. Mapa esquemadtico de la cepa mutante luego del
proceso de doble recombinacién homéloga (Gm® Km"). Los clones Gm" y Km" seran aquellos donde sélo
ocurrié una simple recombinacion.

[1.4.10.b Estrategia de delecion “limpia”

Para esta estrategia se construyd un vector utilizando el plasmido pK18mobsacB
conteniendo ambos extremos de la regidn que desea ser delecionada. Este plasmido es
suicida en rizobios, y contiene un gen de resistencia a Km y el gen sacB el cual resulta
tdéxico en presencia de sacarosa (Figura 11.3).

En todos los casos la construccion fue transformada a la cepa de E. coli S17-1 y
luego transferida a B. diazoefficiens por conjugacion biparental. En una primera
instancia se seleccionaron recombinantes simples por resistencia al antibidtico Km
presente en el plasmido (Figura 11.3-B). La zona de recombinacién fue chequeada por
PCR utilizando primers que hibridan en el vector y en una regién externa a la zona de
recombinacion. En una segunda instancia se seleccionaron recombinantes dobles
mediante resistencia a Km y sensibilidad a sacarosa. Este segundo evento de
recombinacién puede resolver la pérdida del plasmido insertado en el cromosoma,
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generando el gen wildtype o produciendo la deleciéon del mismo (Figura 11.3-C). La
concentracién de sacarosa utilizada fue 10% p/v. Los clones fueron chequeados por
PCR con primers que hibridan por fuera de la zona de recombinacién y el amplicén fue
enviado a secuenciar.

Figura 1.3 — Estrategia de mutagénesis “limpia” A. La imagen representa uno de los dos
posibles eventos de simple recombinacién entre el gen presente en el genoma (arriba) y el fragmento
del gen clonado en el plasmido que contiene la delecién. B. Mapa esquematico del cromosoma en la
region donde se produjo la recombinacién simple de la cepa KmRy sensible a sacarosa. C. Mapa
esquematico de los dos posibles transconjugantes luego de la resoluciéon del plasmido (genotipo WT o
genotipo mutante). Ambos seran Km® y resistentes a sacarosa. Cada genotipo se verifica por PCR.

[1.4.10 Secuenciacion de ADN plasmidico y/o fragmentos de
ADN

El ADN fue secuenciado utilizando un analizador ABI3730XL, por encargo en
Macrogen Inc. (Corea del Sur) y analizado mediante el programa NTIVector 10.0.

[1.5 Manipulacion de proteinas

[1.5.1 Obtencién de flagelinas extracelulares

Los cultivos fueron realizados en medio AG (30 ml) con antibidtico para las cepas
gue posean alguna resistencia especifica, crecidos a 180 rpm y 28°C hasta alcanzar
saturacion. Sélo en algunos casos especificos se cosecharon a una determinada DO. En
el momento de ser procesados se pre-enfriaron en agua-hielo por 30 minutos, se
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agitaron con vortex cada uno durante 4 minutos y se centrifugaron a 12.000 x g
durante 30 minutos a 42C. El sobrenadante se precipitd con PEG 1,33% y NaCl 166 mM
finales overnight a 4° C. Posteriormente se centrifugaron a 12.000 x g durante 60
minutos y el precipitado se resuspendié en el menor volumen posible de buffer de
siembra de geles desnaturalizantes (Laemmli, 1970).

[1.5.2 Analisis de proteinas mediante geles de poliacrilamida
discontinuos en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Se empled la metodologia de Laemmli (1970). Los geles de apilamiento se
prepararon con 5% de poliacrilamida en Tris -HCl a pH 6,8, mientras que los de
separacion se hicieron con 12,5% de poliacrilamida en Tris-HCI a pH 8,8. En ambos
casos con el agregado de dodecil sulfato de sodio (SDS) para obtener condiciones
desnaturalizantes y disociantes. Las corridas se llevaron a cabo durante 30 a 60
minutos a voltaje constate de 90 0 110 v.

[1.5.3 Tincion de las proteinas

Tincidn Coomassie Blue R-250: para esta tincidn el gel se incubd en solucién de
tinciéon (0.2% Coomassie Blue R-250 disuelto en agua bidestilada, metanol, acido
acético (45:45:10) por al menos 1 hora. Para la visualizacion de las bandas el gel se
destifié en una solucién agua: metanol: acido acético en proporcién 40:50:10.

[1.5.4 Identificacion de los polipéptidos de flagelinas mediante
espectrometria de masas

Las muestras de flagelinas fueron obtenidas como mencionamos anteriormente,
pero esta vez el volumen de cultivo utilizado fue de 50 ml en medio PSY-ara y la
condicidn de extraccién fue realizada a DOggo=0,5 (igual condicién que la extraccion de
ARN). Las flagelinas fueron resuspendidas en agua y cuantificadas mediante el método
de Bradford. Luego se sembraron cantidades iguales (1 pg) de ambas muestras en un
gel de poliacrilamida y se extrajo del gel la banda de flagelinas subpolares (65 kDa). Esa
muestra fue enviada al CEQUIBIEM donde se extrajeron las proteinas del gel, se realizé
la digestion triptica y a través del procesamiento en el equipo HESI-Orbitrap modelo Q
Exactive acoplado a un nanoHPLC EASY-nLC 1000 (Thermo Scientific) se realizd un
analisis peptidico comparativo de las flagelinas presentes.
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[1.6 Microscopia Optica

Las muestras fueron crecidas en medio AG y fueron observadas en fase
exponencial o fase estacionaria. Las observaciones de las bacterias se llevaron a cabo
con un microscopio dptico Nikon Eclipse E400 con aumento de 1000 X y se registraron
con una camara digital Nikon CoolPix 4500.

[I.7 Ensayos de simbiosis

[1.7.1 Plantas

Se trabajé con Glycine max (soja), variedad Don Mario 4800, provista por el Ing.
Agr. Alejandro Perticari del Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola del Centro de
Investigaciones en Ciencias Agropecuarias de INTA (Castelar, Pcia. de Buenos Aires).

[1.7.2 Medio de cultivo de plantas

Las macetas fueron regadas con solucién de Fahraeus modificada (Lodeiro et al.,
2000)

CaCly.2H;0(1000X) ..ccuvveeereeeereeenneenn 110g/I
MgS04.7 H0(1000X) ..evvveeeeveeeereennns 120g/I
KoHPO4(1000X) cvoveeeeeeeereeeeeeerereeen. 200g/!
KH5PO4(1000X) cvoveeeeeeeereeeeeeereeeeeen. 170g/|
T [0 010 4 FE s 6000g/|
Citrato Férrico(1000X) .......cccevveeennen. 5g/I

(@ 0100 ) 4 I 3,73g
H3BO3 oo 1,55g
MNSO4H70... e, 0,85g
CuSO4.5 HaOuuveeeeeiiiiiieeeeee s 0,13g =~ Micronutrientes (1000x)
ZNSO4.7 HoO oo 0,58g
(NH4)sM07024 .4 H0 oo, 18g

Se prepararon botellas de agua destilada con volumen determinado y fueron
autoclavadas a 1202C por 20 minutos. En los casos que el volumen de agua fuese
grande se autoclavaron dos veces. Luego se completaron con las soluciones estériles
mencionadas arribas todas 1000X.
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I1.7.3 Esterilizacion superficial y germinacion de las semillas

Las semillas se sumergieron unos segundos en alcohol 962 y luego diez minutos en
solucién de lavandina comercial diluida al 20% v/v con agitacion a 28°C. Seguidamente,
se lavaron al menos seis veces con agua destilada estéril. Las semillas esterilizadas de
esta manera se germinaron sobre una superficie de agar-agua al 1,5% durante dos a
cuatro dias en la oscuridad a 28°C.

[1.7.4 Ensayo de nodulacion

Las semillas germinadas fueron transferidas a macetas de 750 ml utilizando perlita
como soporte previamente regado con solucion de Fahraeus. Cada una de estas
macetas fue inoculada con 1.10° UFC proveniente de un cultivo en medio PSY-ara a
DOggo =0,5. Se utilizaron un total de 7-10 plantas por cada cepa a ensayar y fueron
crecidas fijando la temperatura en 302C, periodo de luz y por un total de 21 dias. Luego
de ese periodo se extrajeron los nddulos para su recuento y posterior estimacion de
peso seco
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[I11.1 Introduccién

En el afilo 2007, Kanbe y colaboradores identificaron, por comparacién mediante
busqueda por similitud de secuencia a partir de genes descriptos en E. coli y
Salmonella, algunos de los genes relacionados con los dos sistemas de flagelos en el
genoma de B. diazoefficiens USDA 110 (Kanbe et al., 2007). Asi, este grupo de
investigacion realizo la primera anotacion funcional de genes flagelares de esta especie
bacteriana, describiendo la presencia de dos grandes clusters de genes —ademas de
otros posibles 5 o 6 clusters pequefios- que en general parecen tener funciones
relacionadas con la sintesis de los flagelos (Figura Ill.1). Uno de estos clusters se
encuentra ubicado en la regidn correspondiente a 7,5 Mpb (entre las bases 7.542.878 y
7.577.700) y es el unico donde se encuentran codificados todos los componentes
necesarios para la sintesis y regulacidon de los flagelos laterales (Kanbe et al., 2007;
Mongiardini et al., 2017). La presencia de esta isla completa, que contiene los 41 genes
del sistema flagelar lateral, hace suponer que la misma pudo ser adquirida por
transferencia horizontal (Liu y Ochmann, 2007). Sin embargo, aun no se han podido
determinar los sitios especificos de insercion que manifiesten dicho evento (Garrido-
Sanz et al., 2019).

Asi, los restantes 6 clusters presentes en el genoma de B. diazoefficiens USDA 110
contendrian los genes estructurales y regulatorios que podrian estar relacionados con
la sintesis del sistema del flagelo subpolar. El cluster de mayor tamafio (mayor nimero
de genes), que contiene los genes que codifican las flagelinas de esos flagelos, fue
parcialmente caracterizado por Kanbe y col. (2007).

Figura Ill.1 — Esquema del cromosoma de B. diazoefficiens USDA 110. La
Figura representa el genoma y las posiciones de los diferentes clusters de genes asociados
a los sistemas de flagelos. Los clusters relacionados al sistema del flagelo subpolar se
numeran del 1 al 6 ordenados de acuerdo a la posicidon en que aparecen en el cromosoma.
Entre paréntesis se encuentra la ubicacion en megapares de bases (Mpb). Modificado de
Kanbe y col. (2007).
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[I1.2 Anotacién funcional de los posibles clusters
relacionados al sistema del flagelo subpolar

Con el fin de caracterizar los clusters que codifican el sistema del flagelo subpolar y
establecer un modelo regulatorio de esta estructura, revisamos y analizamos
nuevamente la anotacidon de cada uno de los genes que realizaron Kanbe y col. en
2007. Para ello, elaboramos una tabla con todos los genes y sus posibles funciones,
basados en las anotaciones previas, como asi también las posteriores que figuraban en
la base de datos IMG (ver Materiales y Métodos). En los casos en que no pudimos
determinar una funcién por similitud de secuencia, se realizaron busquedas por Blast o
mediante caracterizacién de dominios funcionales, cuya metodologia general se
encuentra detallada en Materiales y Métodos.

En la Tabla Ill.1 se indican los genes, las proteinas putativas y su funcién, y se
presenta la organizacién génica de cada uno de los clusters en la Figura lll.2. Los
clusters se numeraron de manera ascendente siguiendo el orden en que estan
localizados en el cromosoma.

Tabla Ill.1 - Listado de genes en los seis clusters que podrian ser parte del
sistema del flagelo subpolar de B. diazoefficiens.

Cluster Locus_tag gen Funcién propuesta de la proteina

bll1510 motB, Motor M

! bll1511 motA,, Motor (hipotética) M
bir2191 chpT Phosphorelay de CtrA R
blr2192 cheA Quimiotaxis Q
blr2193 cheW Quimiotaxis Q
blr2194 cheY Quimiotaxis Q
bilr2195 cheB Quimiotaxis Q

2 blr2196 cheR Quimiotaxis Q
bir2200 ctrA Regulador de respuesta R
bir2201 flil ATP-sintasa SSTIII FliHIJ S
blr2202 fliJ Proteina de exportacién SSTIII FliH1J S
blli2207 fIhA Sl S
blr3695 flaA Flagelina F
bir3696 fliD Cap del filamento F

3 blr3697 flis Chaperona flagelina F
bir3698 --- Proteina hipotética
blr3699 flgD, Cap del gancho G
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bir3700
bsr3701
bir3702
bir3703
bir3704

bir3800
blr3801

bli5808
bli5809
bli5810
blI5811
bli5812
bli5813
bli5814
bir6815
bir6816
bl15822
bli5823
bl15824
bli5825
bli5826
blr5827
blr5828
bir5829
bir5830
bl15837
bir5838
bir5839
bl15842
bl15843
bli5844
bl15845
bl15846
bir6847
bli5852
bli5853
bli5854

motE

flim
fliL
flgF
flgG
flgA
flgH
flix
figl/
flgJ
flaFs
flict
flic2
flic3
flic4
fIbTs
flgL,
flgK;
flgE;

Gancho

Proteina hipotética
Proteina hipotética
Unidn gancho-filamento

Unién gancho-filamento

Motor

Motor

Phosphorelay de CtrA
SSTHI

SSTIII FIiOPQR
SSTIII FIiOPQR
Bastdn proximal
Bastdn proximal
Bastdén proximal
SSTII FIiOPQR
SSTII FIIOPQR
Proteina hipotética
Posible chaperona
Proteina hipotética
Switch Anillo C
Motor

Bastdén proximal
Baston distal
Anillo P

Anillo L

Regulador

Cap del bastén

Hidrolasa del peptidoglicano

Regulador

Flagelina

Flagelina

Flagelina

Flagelina

Regulador

Unidn gancho-filamento
Unidn gancho-filamento

Gancho
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blr6996 fliKk Control gancho

blr6997 flgD, Cap del gancho G
bilr6998 sciP Regulador de CtrA R
blr6999 fliF Rotor Anillo MS

o bir7000 fliG Anillo C

blr7001 fliH SSTII FliHI S
bir7002  fliN Anillo C -
bir7003 fibD Regulador R

Los colores a la derecha representan las distintas subestructuras del flagelo, a saber:

A anillos del cuerpo basal B: baston F: filamento G: gancho M: motor Q: quimiotaxis R:
regulador . SSTIII. Los genes pardlogos se encuentran discriminados con un subindice
que indica el numero del cluster en el que se encuentran. Los genes reguladores tienen el

“u_n

subindice “s” que representa el sistema flagelar subpolar.

Los genes de los distintos clusters presentan una distribucién heterogénea vy
aparentemente aleatoria respecto de la subestructura flagelar que codifican. Es decir,
aquellos genes que codifican las proteinas que forman parte de la misma
subestructura no siempre se encuentran ubicados en el mismo operdn y/o cluster. Un
ejemplo de ello es el sistema de secrecidn tipo Il (SSTIII), que esta compuesto por las
proteinas codificadas por fliHlJ, fliOPQR, fIhA y flhB. Este sistema requiere de todos sus
componentes para ejercer su funcion (Deng et al., 2017), pero cada uno de estos genes
0 pequeios grupos de genes, se ubican en clusters diferentes, en lugar de presentarse
en un entorno génico que facilite su expresién conjunta a partir de un solo promotor.
Sin embargo, cuando observamos en detalle este fendmeno, encontramos que los
componentes del SSTIII poseen un orden que podria estar relacionado con la cantidad
de mondmero necesario de cada proteina, para formar el complejo funcional. Asi,
encontramos que FliQR y FIhB (que se encuentran en el mismo operdn) se necesitan en
cantidades iguales. En cambio, la cantidad de mondmeros de FliP requerida es 5 veces
mayor y de FIhA 7-9 veces mds (Deng et al., 2017). En ambos casos, estas proteinas se
encuentran codificadas por genes que se encuentran en operones independientes.
Esta misma distribucion se observd con otros genes que codifican proteinas
estructurales que conformarian parte del baston y del gancho flagelar (Ver referencia
de colores en la Tabla Ill.1). Esta podria constituir una de las razones por las que los
diferentes componentes del flagelo se encuentran distribuidos en diferentes clusters.
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Figura Illl.2 - Organizacion genémica de losclusters que contienen genes
flagelares estructurales y regulatorios que podrian formar parte del sistema del
flagelo subpolar de B. diazoefficiens. Los distintos colores indican la subestructura del
flagelo en la que participaria cada proteina codificada por estos genes.
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[I1.3 Busqueda de posibles genes regulatorios de
la sintesis del sistema del flagelo subpolar

El cluster 5 representa el cluster con mayor nimero de genes flagelares. Entre ellos
se encuentran los genes que codifican las cuatro flagelinas que conforman su
filamento, las cuales fueron identificadas experimentalmente como parte del flagelo
subpolar (Kanbe et al., 2007; Althabegoiti et al., 2011; Quelas et al., 2016a). Esto indica
que el cluster es funcional y que los demas genes que lo componen podrian estar
relacionados con otras estructuras del mismo sistema. Sin embargo, a pesar de que
este cluster estd formado por al menos 29 genes flagelares', el mismo no codifica
todas las proteinas necesarias para construir un flagelo funcional. Esto deja abierta la
posibilidad que los otros clusters mas pequefios estén también involucrados en la
sintesis de este flagelo. Ello no constituye una particularidad de Bradyrhizobium, ya
que, en diversas bacterias, los genes que codifican las estructuras flagelares estan
particionados en un numero variable de clusters (Smith y Hoover, 2009).

En el estudio realizado por Kanbe y col. (2007) no lograron identificar genes
regulatorios basando su busqueda en el modelo de E. coli. Con el fin de relacionar los
demas clusters con el sistema del flagelo subpolar, realizamos bulsquedas de posibles
reguladores de su sintesis, basandonos en otros modelos regulatorios conocidos.
(Capitulo 1.3.3). Como esperabamos, la busqueda de los reguladores homdlogos a
FIhDC o FliA (628)—FIgM, que controlan la sintesis en E. coli y Salmonella, resultd
infructuosa. Por otro lado, el regulador maestro descripto en E. meliloti, Rem, tiene su
contraparte en B. diazoefficiens dentro del cluster del flagelo lateral. La funcidn de esta
proteina como regulador maestro del sistema flagelar lateral fue demostrada en
trabajos previos y se descarté su participacion sobre la regulaciéon del sistema
subpolar, debido a que el mutante que carece de este regulador maestro presento el
flagelo subpolar intacto (Mongiardini et al., 2017). No encontramos ademds ninguna
otra copia extra homodloga a rem en el genoma de B. diazoefficiens. Por esta razén el
sistema regulatorio mediante dichos reguladores ha sido descartado para el analisis en
este trabajo de Tesis. De esta manera, continuamos la busqueda utilizando las
secuencias de los reguladores descriptos en C. crescentus, V. cholerae, Aeromonas
hydrophila y P. aeruginosa, lo cual nos permitio identificar varios candidatos presentes
en los diferentes clusters que podrian estar asociados a las funciones regulatorias del
flagelo subpolar.

En primer lugar, pudimos encontrar un regulador de respuesta de sistemas de dos
componentes codificado en blr2200, ubicado en el cluster 2 con alta similitud al
regulador CtrA presente en la gran mayoria de las a-Proteobacterias (Brilli et al., 2010),

1 . . ,
El cluster contiene 46 genes de los cuales sélo 29 parecerian ser genes flagelares y los genes
restantes no estarian relacionados con la sintesis del flagelo subpolar.
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y el cual ha sido descripto como regulador maestro del flagelo en algunas de ellas
como por ejemplo en C. crescentus, Sphingomonas melonis, Magnetospirillum
magneticum, Rhodobacter capsulatus (Lang y Beatty, 2002; Laub et al., 2002; Greene
et al., 2012; Francez-Charlot et al., 2015). También pudimos identificar otro regulador
de respuesta dependiente del factor 6>* en blr7003, ubicado en el cluster 6. Dentro de
los diferentes modelos regulatorios conocidos, existen varias proteinas dependientes
de ¢ entre las que encontramos reguladores de clase | (FleQ/FIrA en P. aeruginosa o
V. cholerae) o de clase Il (FIbD en C. crescentus, Azospirillum brasilense, V. cholerae y P.
aeruginosay).

Dentro del cluster 5 también encontramos varios posibles genes regulatorios.
Pudimos identificar una proteina pequeiia, similar a FliX codificada en bll5837, y que
fue descripta como modulador de la actividad del regulador FIbD en C. crescentus.
Ademas, encontramos un par regulador FIbT-FlaF, caracterizado en los géneros Ensifer,
Brucella y Caulobacter como responsable de la regulacion post-transcripcional de las
flagelinas (Capitulo 1.3.3). Por ultimo, identificamos una histidina quinasa similar a
CckA (Angelastro et al., 2009), probablemente involucrada en la fosforilacién de CtrA,
también asociada al cluster 5.

La presencia de estos reguladores putativos en cada uno de estos clusters permitié
suponer que los mismos podrian codificar estructuras involucradas en la construccién
y normal ensamblaje del sistema flagelar subpolar de B. diazoefficiens. Entre todos los
modelos regulatorios conocidos hasta la fecha encontramos cinco genes regulatorios
homoélogos a los descriptos para el modelo de regulacion de C. crescentus (CtrA/FIbD-
FliX/FIbT-FlaF) en los clusters 2, 5 y 6. Estos datos bioinformaticos indicarian que el
flagelo subpolar en nuestro modelo de estudio podria regularse de manera similar al
descripto en C. crescentus. Esta hipdtesis serd abordada en los capitulos siguientes.

Los clusters 1, 3 y 4 no presentan genes reguladores. Sin embargo, en los clusters 1
y 4 se pudieron identificar proteinas duplicadas relacionadas al motor (MotAB/
PomAB), que no se encuentran en ninguno de los otros clusters mencionados
anteriormente. Ello indicaria que al menos algunos de estos genes deberian formar
parte del sistema subpolar, ya que estos componentes son estrictamente necesarios
para formar un flagelo funcional.

Finalmente, en el cluster 3 identificamos un marco de lectura abierto (bIr3694) que
codifica un factor o alternativo extracelular que podria desempefiar funciones
similares al factor alternativo ¢®® de E. coli, a pesar de no presentar similitud de
secuencia con este ultimo. Ademas, en este cluster también se encuentran genes
duplicados que codificarian la estructura del gancho (flgDEKL). Adicionalmente,
hallamos genes que se encuentran en copia Unica como son fliD, que codifica la
proteina Cap del filamento, fliS que codifica una chaperona de flagelinas, y un gen que
codificaria una posible flagelina de tipo flaA (274 aa) mucho mas pequefia que las
cuatro flagelinas subpolares fliC1234 (757-763 aa) del cluster 5 (Kanbe et al., 2007;
Althabegoiti et al., 2008).
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En resumen, nuestro analisis sugiere que casi todos los clusters (exceptuando
posiblemente alguno del motor) estarian a priori involucrados en la regulacién de la
sintesis del sistema del flagelo subpolar.

II1.4 Genes paralogos que codificarian
componentes estructurales del flagelo subpolar en
B. diazoefficiens

En otras bacterias con sistemas flagelares duales se ha descripto la presencia de
genes duplicados que codifican proteinas con idéntica funcidén (genes paralogos). Sin
embargo, generalmente cada proteina participa de la formaciéon de un Unico sistema
flagelar y no intervienen en el otro sistema. Es decir, la proteina de un sistema flagelar
no complementa la funcién en el otro sistema. En B. diazoefficiens identificamos genes
paralogos dentro de los clusters de cada uno de los sistemas flagelares para la mayoria
de los genes flagelares, aunque también encontramos algunos genes que se
encontraban en mdas de dos copias. Es decir, identificamos ciertos genes estructurales
que se encuentran triplicados en el genoma (una copia en el cluster del flagelo lateral y
dos copias en otra regién del genoma). Inicialmente hemos podido identificar al menos
ocho genes que parecen estar en mas de dos copias. Estos codifican las proteinas FIgE,
componente principal del gancho; FlgD proteina cap del gancho; FlgL proteina
adaptadora del gancho (al igual que FIgk o FlaN); y las proteinas del motor PomAB vy
MotAB. Algunos de los genes que codifican estas proteinas podrian ser funcionales
mientras que otros no, o podrian reemplazar las funciones cuando la otra copia se
pierde.

En el 2016, Cuklina y colaboradores realizaron estudios transcriptémicos sobre B.
diazoefficiens en vida libre y dentro de nédulos de soja, los cuales podrian aportar
indicios acerca de la funcionalidad de estos clusters duplicados (Figura 111.3). A partir de
los datos de este trabajo se analizaron los niveles de transcripto de algunos de los
clusters involucrados en la sintesis del flagelo subpolar. En la Figura IIl.3 se muestran
los graficos donde los niveles de las barras del eje Y representan las veces que se
leyeron los transcriptos de cada gen en los experimentos de secuenciamineto de cDNA
(Cuklina et al., 2016). Este andlisis mostré que los genes codificados en el cluster 3 (que
contienen los genes flgDEKL3) poseen niveles de transcripcion muy bajos, al menos en
las condiciones en las cuales se realizé el experimento (aunque no difieren mucho de
las condiciones utilizadas en nuestros ensayos) (Figura I11.3-C). Esto podria indicar que
estos genes simplemente tienen una baja tasa de transcripcién o podria tratarse de
genes inactivos o no funcionales. Si comparamos estos valores con los niveles de
transcripcion que se observaron para la otra copia del gen flgDs codificada en el cluster
6 (Figura llIl.3-D) no difieren mucho (también es bajo). Sin embargo, cuando se
comparan los niveles de transcripto de las copias que codifican el componente

70



Tesis Doctoral Carolina Dardis

principal del gancho (flgEs y flgEs presentan una diferencia considerable. Esta ultima se
transcribe en un nivel mucho mayor que la primera (Figura 111.3-E). Una explicacién a
esta diferencia podria ser que, FIgD, que es la proteina cap del gancho, se requiere en
una cantidad mucho menor comparada con FIgE, que es su proteina mayoritaria y se
requiere en grandes cantidades. Todo esto, sugiere una falta de funcionalidad del
cluster 3, al menos en las condiciones analizadas. No podemos descartar que este
cluster tome proponderancia en caso de que alguna funcién de otro sea eliminada. El
mismo analisis puede repetirse para las proteinas MotAB (cluster 1) y PomAB (cluster
4). Para estos, los niveles de transcripcion medidos parecen tener niveles similares y
no puede hacerse ninguna inferencia funcional (Figura 111.3-AB).

Figura Ill.3 — Lecturas de secuenciamiento de cDNA de los genes paralogos del motor y
el gancho de B. diazoefficiens. Los ejes de cada grafico indican las cantidades de lecturas de cDNA
de B. diazoefficiens en vida libre (medio PSY-ara) para A. motAB; B. pomAB C. flgDEKL; D. flgD, E.
flgEKLs. Datos obtenidos de Cuklina y col. (2016).

A priori, este primer andlisis bioinformatico no aporta informacidn suficiente como
para hacer una predicciéon precisa acerca de cudles clusters u operones serian
funcionales. Por ello, y con el fin de profundizar este andlisis y realizar una posible
asignacion de funcion de estos genes paralogos, realizamos un andlisis bioinformatico
y filogenético mas profundo, el cual se mostrara a continuacion.

[11.4.1 Analisis bioinformatico de los componentes
estructurales duplicados en B. diazoefficiens

Las proteinas del motor denominadas genéricamente como MotA y MotB son
proteinas de membrana que forman parte del estator del motor flagelar. Estas
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proteinas forman un canal entre el periplasma y el citosol, a través del cual se
translocan iones (H" o Na®) cuyo flujo genera un cambio conformacional en MotA, que
es transferido a una proteina del cuerpo basal (FliG), generando asi la fuerza de
rotacion. En el cluster 1 encontramos una copia de los genes motA-motB, y en el
cluster 4 una copia de pomA-pomB. Los genes pom son homélogos a los genes mot y su
nombre varia debido a la nomenclatura utilizada para los genes del motor en V.
alginolyticus. En esta bacteria las proteinas motoras usan Na* como generador de la
fuerza motriz. En algunas bacterias, se han encontrado dos o mas copias de los genes
mot y/o pom, las cuales son utilizadas de manera alternativa o incluso formando
heteropolimeros, para formar el motor en estos microorganismos (Toutain et al., 2005;
Paulick et al., 2009; Wilhelms et al., 2009; Baker y O'Toole, 2017;).

Tabla 1ll.2 - Prediccion de dominios de las proteinas MotAB/PomAB del
motor de B. diazoefficiens (codificadas en tres genes paralogos).

MotA/PomA MotB/PomB

MotA, II I I MotB, =
MotA; II I I T MotB; I
PomA II II PomB I -

Los recuadros negros muestran dominios transmembrana. Los recuadros pequefios
representan zonas de baja complejidad.

MotA, (BII6882), MotB, (BII6862), MotA, (Bll1511), MotB, (BIl1510), PomA (BIr3800)
PomB (BIr3801)

En la Tabla 11l.2 se muestra la prediccién de dominios para las proteinas MotAB y
PomAB presentes en B diazoefficiens. A partir de este momento denominaremos
MotA, y MotB, a las copias presentes en el cluster lateral, y MotA; y MotB; a las copias
presentes en el cluster 1.

Las tres copias de MotA/PomA presentan una organizacion de dominios similar,
mientras que la organizacién de dominios de MotB/PomB solo se respeta entre las
MotB; (BIl1510) y PomB (BIr3801). Los alineamientos de secuencia entre las proteinas
MotA/PomA y MotB/PomB muestran una gran variabilidad entre ellas, con algunas
regiones conservadas (Anexo Figura Alll.1). La baja similitud de secuencia no nos
brinda informacidn suficiente que nos permita inferir una accion conjunta entre alguna
de estas proteinas.

El anadlisis filogenético de las proteinas del motor (MotAB/PomAB) de B.
diazoefficiens muestra que los motores del sistema de flagelos laterales se agrupan en

un clado separado del que forman PomAB y MotAB; (Figura 1ll.4). Esto indicaria que
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estas Ultimas cuatro proteinas podrian estar actuando de manera coordinada en el
motor del flagelo subpolar. Sin embargo, este analisis no es concluyente ya que el
soporte de las diferentes ramas no es alto, a pesar de que el arbol se construyd con un
boostrap de 1000 réplicas.

MotBA1_Bd
PomAB_Bd
83
| 5a I: PomAB_So
MotAB_Vc
100
PomAB2_Ah
50
9 MotCD_Pa
PomAB_Ah
[
MotAB_So
MotABL_Bd
74 MotAB_Pa
a0 4{
MotABL_Ah
82
MotBA_Ec

0.51

Figura 1.4 — Arbol filogenético construido con las proteinas MotAB/PomAB de B.
diazoefficiens USDA 110 y proteinas Mot/Pom de otras especies bacterianas con
funcion conocida. El arbol se realizd con los pares de proteinas del motor concatenadas. Bd:
B. diazoefficiens, So: Shewanella oneidensis, Vc: V. cholerae, Ah: A. hydrophila, Pa: P. aeruginosa,
Ec: E. coli.

Por otro lado, analizamos los genes que codifican las proteinas del gancho flgDEKL.
Para la proteina FIgE, componente mayoritario del gancho, encontramos una copia en
el cluster del flagelo lateral, la cual denominaremos FIgE, (BII6858) y otras dos copias
denominadas FIgEs (cluster 3, BlI3700) y FIgEs (cluster 5, BII5854). Las tres proteinas
muestran una organizacion de dominios similar donde se pueden identificar los
dominios del gancho N y C terminales (PFO0460-PF06429) y un dominio interno
caracteristico FlaE (PFO7559). En la Tabla lll.3 se puede ver una representacion de cada
una de las proteinas con su organizaciéon de dominios. De este analisis podemos
observar que la proteina FIgEs presenta una region interna larga que no tiene un
dominio definido y que le confiere mayor longitud con respecto a las otras dos
proteinas. Debido a ello, la secuencia de FIgEs alinea mejor con la proteina que se
encuentra en el cluster del flagelo lateral (Anexo Figura Alll.2).

Cuando realizamos el analisis sobre las copias de FlgD, observamos que las tres
proteinas muestran la misma organizacion de dominios, aunque cuando realizamos el
alineamiento de secuencias observamos que existe una mayor similitud entre FigDs
(BIr3699) y FlgDe (BIr6997), mientras que la copia presente en el cluster del flagelo
lateral, FlgD, (BII6853) presenta una region que no alinea con ninguna de las dos
proteinas.
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En el caso de FlgK (o FlaN), las tres proteinas alinean con un score similar aunque las
proteinas FIgks y FlgKs son mds grandes que FlgK, (del flagelo lateral). Cuando
observamos el arbol filogenético que brinda el servidor PhylomeDB para FlgKs
(BIr3703) observamos que las tres copias de FIgK de B. diazoefficiens aparecen en el
mismo grupo, y por lo tanto este analisis no nos permite asociar ninguna de las copias
del cluster 3 y 5 con alguno de los dos sistemas flagelares (Figura Alll.4).

Para FlgL en cambio, vemos que la proteina FlgLs es considerablemente mas grande
que las otras dos y en el arbol filogenético se observa que la copia FlglL; presente en el
cluster 3 se encuentra conservada sélo en un grupo pequefio de bacterias.

Tabla 111.3 — Prediccion de dominios de las proteinas FIgE y FigD del gancho flagelar
de B. diazoefficiens (codificadas en tres genes paralogos).

FlgE FlgD

FIgE, FlgDL

FIgE3 FlgD3

FIgEs - e "' FlgD6

Los recuadros muestran los dominios N y C-terminal encontrados (PFO0460-PF06429). Dominio FlaE
(PFO7559), Flgk, (BII6858), FIgE; (BIr3700), FIgEs (BII5854), FigD, (BlI6853), FlgDs (BIr3699), FlgDg
(BIr6997).

Tabla l11.4 — Prediccion de dominios de las proteinas FIgK y FlgL del gancho flagelar
de B. diazoefficiens (codificadas en tres genes paralogos).

FlgK FlgL
Flgk, Figl, )
FlgK, - - Flgls - -
Flgks ~ ,- - - ] ) ) Flgls * -

FlgK. (BII6857), FIgKs (BIr3703), FIgKs (BII5853), FigL, (BII6856), FigLs (BIr3704), FigLs (BII15852).

El andlisis bioinformatico que realizamos no fue suficiente para lograr asociar
algunas de las proteinas MotAB o PomAB con alguno de los dos sistemas flagelares. En
cambio, las proteinas del gancho ubicadas en el cluster 3, parecerian asociarse mas con
el sistema de flagelos laterales, aunque algunas de ellas (como por ejemplo las tres
FlgK) son muy similares entre si. La presencia de una probable flagelina muy pequeiia
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que no compone ninguno de los filamentos flagelares y los bajos niveles de
transcripcion de todos estos genes duplicados del cluster 3 parecerian indicar que este
cluster no seria funcional en B. diazoefficiens USDA 110.

[11.4.2 Analisis de genes del motor: construccién de un
mutante en motB (bll1510)

Dado que el analisis bioinformatico no fue suficiente para determinar las proteinas
del motor que participan en la rotacion del flagelo subpolar, decidimos estudiar las
proteinas MotAB; y PomAB mediante mutagénesis dirigida de los genes que las
codifican.

Para estudiar la funcionalidad de MotAB;, realizamos una delecién del gen motB;
ubicado en bll1510. Para construir una cepa mutante en este gen realizamos una
delecion de un fragmento codificante interno haciendo uso de dos sitios de restriccién
Sall y luego una doble recombinacién homéloga (Figura 111.5). El corte con Sall liberé un
fragmento multiplo de tres, por lo que la delecion mantuvo el marco de lectura
evitando posibles efectos polares sobre el gen que se encuentra corriente abajo y
codifica una probable acetiltransferasa.

Figura Ill.5 - Mapa esquematico del gen bll1510 y genes vecinos (cluster 1)
que muestra el diseio utilizado para su mutagénesis. La estrategia consistio en
amplificar el gen por PCR para luego delecionar un fragmento interno por digestiéon con la
enzima Sall. Los simbolos rayados son genes que no guardan relacién con ningiin componente
flagelar.

Para construir el plasmido necesario para realizar la delecién, amplificamos un
fragmento del gen de 1.428 pb a partir de ADN total de B. diazoefficiens con una
enzima que deja extremos romos (Pfu) utilizando los primers 1510 Fw y 1510 Rv
(entre las bases 1.644.998 y 1.646.425) (Figura l11.6-A). Luego, clonamos el fragmento
en un vector de entrada pBlueScriptSK(+) digerido previamente con la enzima Smal
gue también deja extremos romos, obteniendo el vector pBS::1510. Este vector fue
chequeado utilizando la enzima Sall que libera dos fragmentos de 367 pb y 742 pb
(Figura 111.6-B). A posteriori, el fragmento fue subclonado en el plasmido pK18mobsacB
utilizando las enzimas de restriccion BamHI-Hindlll, dando como resultado el plasmido
pKsacB::1510. Este ultimo se digirid con la enzima Sall, se purificé la banda de 6.406 pb
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de un gel de agarosa y se religd generando la construccién pKsacB::A1510 (Figura 111.6-
C), la cual lleva el gen bll1510 delecionado. Esta construccién fue chequeada por PCR
utilizando los primers 1510 _Fw y 1510 Rv (Figura 111.6-D) y luego fue transferida por
conjugacién a B. diazoefficiens USDA 110. La seleccién de recombinantes dobles
delecionados en el fragmento deseado se realiz6 de acuerdo al protocolo general
explicado en Materiales y Métodos. La diferenciacién entre clones wild-type (WT) o
mutantes se hizo por PCR utilizando primers externos a la zona de recombinacién
denominados Ext1510 Fw y Ext1510 Rv. Asi, se seleccionaron aquellos que
amplificaban un fragmento esperado de 905 pb (Figura Ill.6-G). La corroboracién se
realizé6 mediante secuenciacion de este producto de PCR. La cepa mutante obtenida se
Ilamdé AmotB;.
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Figura 111.6 - Esquema del clonado y seleccion de la cepa mutante de B. diazoefficiens
AmotB,. El grafico con el recuadro amarillo representa los pasos de clonacion para obtener el plasmido
pKsacB::A1510 en E. coli. El grafico con el recuadro verde muestra un esquema del cromosoma de B.
diazoefficiens WT y mutante con énfasis en el gen motB; y su comprobacién por PCR (gel de agarosa).

1510 representa el fragmento de bll1510 amplificado. En los geles de agarosa Mg, indica el marcador
de peso molecular de 100 pb. Con la letra C y un nimero se indican diferentes clones chequeados
durante las construcciones por digestidon con enzimas de restriccién (B y C) o por PCR (D y F). WT indica
el control con ADN de la cepa WTy (-) el control negativo con agua. s/d indica el plasmido sin digerir.

La caracterizacion inicial del mutante comprendié ensayos de aislamiento de
flagelinas extracelulares de cultivos liquidos y movilidad en agar semisdlido.

El perfil de proteinas extracelulares en el gel de poliacrilamida (Figura II.7-A)
muestra que la cepa AmotB; fue capaz de sintetizar flagelinas de alto peso molecular
(subpolares) y de bajo peso molecular (laterales). Cuando analizamos la capacidad de
natacion en agar semisélido, no se observaron diferencias significativas entre la cepa
WT y AmotB; sin embargo, esta ultima presenté un halo algo mayor que la cepa WT
(Figura II.7-B).
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Para independizarnos del efecto que produce cada sistema flagelar sobre el otro
en la natacién y poder determinar si la mayor movilidad observada en AmotB; se
acentuaba, decidimos delecionar las dos flagelinas del sistema de flagelos laterales
(denominadas LafA12) o las cuatro flagelinas subpolares (denominadas FliC1234) sobre
esta cepa. De esta manera se evalud el efecto neto de la mutacidn de motB; sobre
cada uno de los sistemas flagelares. La doble mutante AmotB;AfliC, que solo tiene
flagelos laterales y le falta motB;, volvié a presentar una leve tendencia de mayor
movilidad comparado con la cepa AfliC (que solo tiene flagelos laterales). Hasta el
momento, no hemos podido obtener la mutante motB; en la cepa AlafA (que solo
presenta flagelo subpolar) para observar si la mutacién en motB; también genera un
efecto similar sobre el flagelo subpolar.

Figura Ill.7 — Perfil de flagelinas (A) y ensayos de movilidad en agar semisélido (B) de
las cepas de B. diazoefficiens mutantes en motB,. A. SDS-PAGE de flagelinas extracelulares de
la cepa AmotB; y el doble mutante AmotB;-AfliC. La banda de 65 kDa representa las cuatro flagelinas
subpolares (FIiC1234) y la banda de 33kDa representa las dos flagelinas laterales (LafA12) B. Ensayo de
natacion en agar semisélido de la cepa wildtype (WT), AmotB,, AfliCy AmotB;-AfliC. Se muestran fotos
representativas de cada cepa en placas de Petri a los 10 dias. Los halos de natacién de tres réplicas
técnicas fueron registrados en funcién de los dias y graficados con el desvio estandar.

[11.4.3 Analisis de genes del gancho: construccidon de un
mutante en blr3699

Para mutar los genes que se encuentran en el cluster 3 realizamos una mutacion por
insercion en el gen flgD3 (blr3699). Esta estrategia fue elegida de manera intencional
debido a que, al interrumpir el primer gen del operdn con un cassette que codifica una
resistencia a un antibidtico, esperamos generar un efecto polar sobre la transcripcion
de los genes que se encuentran corriente abajo.
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Figura 111.8 — Mapa esquematico del gen bir3699 y genes vecinos (cluster 3)
que muestra el disefo utilizado para su mutagénesis. La estrategia consistié en
amplificar el gen por PCR y clonar en el sitio Pstl que se ubica dentro del gen, un cassette de
resistencia a Kanamicina (Km). Los simbolos rayados son genes que no guardan relacion con
ningln componente flagelar.

Para obtener el vector necesario para la construccién del mutante, se amplificé el
gen completo a partir de ADN total de B. diazoefficiens (entre las bases 4.089.491 y
4.090.219) con los primers 3699 FwX y 3699 RvH (725 pb). Este fragmento, digerido
con las enzimas presentes en los primers, Xbal-Hindlll, se cloné en el plasmido
pG18mob2 generando la construccién pG::3699 (Figura I11.9-A). Esta construccién fue
chequeada por digestién utilizando las enzimas EcoRV-Pstl que liberan un fragmento
de 910 pb. (Figura I11.9-B). Luego, este vector se digirié con la enzima de restriccion Pstl
qgue lleva el inserto y en el cual se cloné la resistencia a Km liberada del plasmido
pUC4K, con la misma enzima de restriccién y obtuvimos la construccién pG::3699::Km
(Figura 111.9-C). Este plasmido fue movido por conjugacién a la cepa B. diazoefficiens
USDA 110. Los clones mutantes se seleccionaron como se describid en Materiales y
Métodos. Los posibles mutantes fueron chequeados utilizando la combinacién de un
primer externo a la zona de recombinacidn y un primer especifico del cassette. Asi, la
amplificaciéon con el par Ext3699 Fw/Km Fw dio 828 pb y la del par
Ext3699_Rv/Km_Rv dio 1.123 pb, siendo ambos tamafios los esperados de acuerdo con
el analisis in silico (Figura 111.9-D). Para corroborar la mutacién, ambos fragmentos
fueron secuenciados. La cepa obtenida fue denominada flgD3::Km.
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Figura I11.9 - Esquema del clonado y seleccion de la cepa mutante de B. diazoefficiens
flgD;::Km. El gréfico con el recuadro amarillo representa los pasos de clonaciéon para obtener el
pladsmido pG::3699::Km en E. coli. El grafico con el recuadro verde muestra un esquema del cromosoma
de B. diazoefficiens mutante con énfasis en el gen flgD; y su comprobacién por PCR (gel de agarosa).
3699 representa el fragmento de blr3699 amplificado. En los geles de agarosa Mo Yy ¥ M, representan
marcadores de peso molecular de 100pb o A-Hindlll respectivamente. Con la letra C y un numero se
indican diferentes clones chequeados durante las construcciones por digestion con enzimas de
restriccidn (B). s/d indica el plasmido sin digerir.

81



Tesis Doctoral Carolina Dardis

Una vez obtenido el mutante en el gen blr3699, denominado flgDs::Km,
realizamos ensayos de movilidad y extraccion de flagelinas extracelulares. Pudimos
observar que esta mutacion no impide la sintesis de las flagelinas subpolares ni
tampoco las laterales, y la performance de natacién es similar a la de la cepa WT
(Figura 111.10).

Figura 111.10 - Perfil de flagelinas (A) y ensayos de movilidad en agar semisélido (B) de
las cepas de B. diazoefficiens mutantes en flgD,. A. SDS-PAGE de flagelinas extracelulares de
cepa WT vy flgDs::Km. B. Ensayo de natacion en agar semisélido. Se muestran fotos representativas de
cada cepa en placas de Petri a los 10 dias. Los halos de natacion de tres réplicas técnicas fueron
registrados en funcion de los dias y graficados con el desvio estandar.

I[II.5 Conclusién y perspectivas

En el genoma de B. diazoefficiens USDA 110 encontramos dos copias de genes del
motor y de los genes que conforman el gancho que podrian ser componentes del
flagelo subpolar de esta bacteria.

En algunas bacterias se observéd que las proteinas MotAB/PomAB son capaces de
incorporarse y liberarse de la estructura una vez formado el flagelo (Toutain et al.,
2005; Paulick et al., 2009; Wilhelms et al., 2009). Segun datos bibliograficos, distintas
proteinas Mot, codificadas por genes diferentes, pueden participar de la formacién de
un mismo motor y de esta manera lograr aumentar o disminuir el torque de la
estructura en funcion de determinados estimulos (Backer y O'Toole, 2017). Incluso en
algunos casos, se ha reportado un intercambio de proteinas PomAB por MotAB de
acuerdo a la concentracion de Na* en el ambiente (Paulick et al., 2009); y en otros, se
observé un intercambio de proteinas MotAB que permite generar una disminucion de
la velocidad de rotacion (que normalmente son requeridos para otros procesos como
nearsurface swimming o formacion de biofilms) (Backer y O'Toole, 2017).

La mutacién de motB; no generd una deficiencia en la capacidad de natacién con
respecto a la cepa WT. Por el contrario, pareceria que la capacidad de natacién de las
cepas que no poseen motB; (AmotB; y AmotB;-AfliC) fue ligeramente mayor a sus
respectivas cepas parentales. Pareceria entonces que MotB, podria estar actuando
sobre el sistema de flagelos laterales ralentizandolos de manera similar a lo que
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mencionamos anteriormente. Quizas MotB; también sea capaz de actuar sobre el
sistema subpolar. Para comprobar esto seria necesario obtener la cepa que carece de
flagelinas laterales y de motB; y evaluar su capacidad de nado.

Simultaneamente, la Dra. Julia Althabegoiti (integrante de nuestro grupo de
trabajo) realiz6 una mutacién mediante insercion de un cassette de Km en el gen
blr3800 que codifica PomB, seguida de una delecién de las flagelinas laterales (cepa
denominada pomB::Km-AlafA). Este mutante fue incapaz de generar un halo de
natacidon en agar semisélido. De esta manera, pareceria que PomAB, a diferencia de
MotAB,, es indispensable para la formacion de un motor funcional del flagelo subpolar
en B. diazoefficiens. A pesar de ello, Kanbe y col. (2007) describieron que los dos
sistemas flagelares de B. diazoefficiens utilizan H* y no Na®, de manera que la
nomenclatura utilizada para nombrar estas proteinas pareceria no correlacionarse con
su funcién.

Los genes del gancho que se encuentran en el cluster 3 (flgDEKL3), parecerian no
ser necesarios para la formacion del flagelo. A diferencia de lo que ocurre con las
proteinas Mot (las cuales se ensamblan de manera dindmica en la membrana
bacteriana), las proteinas del gancho son ensambladas y no se intercambian una vez
polimerizadas (Imada, 2017). Al ser proteinas estructurales importantes para la
formacioén del filamento del flagelo, esperabamos observar un efecto marcado sobre la
performance de natacidon en el mutante simple flgDs::Km (similar al que observamos
en el mutante AfliC) si efectivamente forman parte de la estructura del flagelo
subpolar. Dado que el mutante en este gen no sufrid ninglin impedimento en su
capacidad de natacién y sumado a la baja sefal de lecturas en ensayos de RNAseq de
estos genes, los genes del gancho ubicados en el cluster 3 no serian funcionales en este
microorganismo. En ese caso, queda la incégnita acerca de si lo mismo sucede con
otros genes que se encuentran en dicho cluster pero no los hemos encontrado en otra
regidon del genoma, como es el caso de los genes que codifican FIiS y FliD, ambas
proteinas necesarias para formar el filamento del flagelo. A su vez, se observa una
flagelina FlaA adyacente que no ha sido detectada como parte del flagelo subpolar
(Quelas et al., 2016a). No sabemos aun si los genes de este cluster se expresan en otras
condiciones ambientales o si verdaderamente representan pseudogenes.

Por otro lado, encontramos cinco genes reguladores distribuidos en tres clusters
diferentes, similares a los reguladores de las distintas etapas de sintesis del flagelo
polar que han descriptos en C. crescentus. Dentro de ellos encontramos a CtrA, el cual
fue descripto como regulador maestro responsable de iniciar la cascada regulatoria.
Adicionalmente identificamos a FIbD y FliX, también denominados reguladores de clase
Il, encargados de coordinar la etapa siguiente de la sintesis y el par FlaF/FIbT como
reguladores de clase lll. Esta identificacién, sumada a la falta de otras proteinas
presentes en otros modelos regulatorios como por ejemplo FIhD o FleQ/FIrA
(reguladores maestros), nos permiten plantear la hipotesis de que la sintesis del flagelo
subpolar de B. diazoefficiens estd regulado a través de estas cinco proteinas.
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[I1.6 Anexo
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Figura Alll.1 - Alineamiento multiple de proteinas paralogas del motor:
MotAB/PomAB. MotAB, (cluster lateral), MotAB1 (cluster 1), PomAB (cluster 4).
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Figura Alll.2 - Alineamientos multiple de proteinas paralogas del gancho:
FIgDEKL. FIgDEKL, (cluster lateral), FIgDEKL3 (cluster 3), FIgDs (cluster 6), FIgEKLS
(cluster 6).
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Figura Alll.3 - Arboles filogenéticos extraidos de PhylomeDB de proteinas del gancho
del cluster 3 (FIgDEKL3).
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[V.1 Introducciéon

Las a-proteobacterias son un grupo extenso y diverso de bacterias con diferentes
estilos de vida, desde patégenos intracelulares obligados o facultativos, simbiontes de
plantas o animales hasta organismos de vida libre. A pesar de esta gran diversidad,
muchos procesos como la replicacidon del ADN, metilacién, divisidon celular y movilidad
son coordinadas por proteinas y redes de seializacién que se encuentran muy
conservadas en todas ellas (Francez-Charlot et al., 2015). Un ejemplo de ello es lo que
ocurre con la proteina CtrA, la cual se encuentra involucrada en procesos
fundamentales para la bacteria como son la progresién de ciclo celular y organogénesis
de estructuras polares (Laub et al., 2002).

CtrA es un regulador de respuesta de sistema de dos componentes que controla
diferentes etapas del ciclo celular, activando o reprimiendo promotores, modificando
el desarrollo del polo bacteriano y regulando la expresién de genes flagelares (Quon et
al., 1998; Laub et al., 2002; Brilli et al., 2010). En su estado fosforilado, (CtrA~P) activa
la transcripcion de determinados genes y a su vez impide la division celular mediante la
union al origen de replicacidon del cromosoma (Quon et al., 1998). Es por esta razén
qgue la actividad de esta proteina se encuentra regulada por numerosas proteinas
durante la progresién del ciclo celular. Asi, la funcidn global de CtrA en la célula resulta
de la convergencia de varias vias de sefalizacién (Brilli et al., 2010).

El complejo mecanismo de regulacién de esta proteina ha sido estudiado con gran
detalle en C. crescentus, una de las bacterias modelo mas utilizadas para su
caracterizacion dada su particular divisién celular asimétrica (Davis y Viollier 2001;
Laub et al., 2002; Reisenger et al., 2007; Angelastro et al., 2010). En dicha especie,
cada ciclo de divisidon celular concluye con dos células hijas que son morfolégica y
funcionalmente diferentes: una célula inmévil denominada stalked y una movil,
llamada swarmer. La célula stalked permanece fija a una superficie y tiene la capacidad
de iniciar un nuevo ciclo de divisidn celular, mientras que la célula swarmer que posee
pili y flagelo, es capaz de moverse y colonizar un nuevo nicho. Esta célula swarmer
puede finalmente diferenciarse a una nueva célula stalked y continuar el ciclo (Laub et
al., 2007). Recientemente, se ha visto que esta division asimétrica también ocurre en
otras a-proteobacterias, y algunas de las vias regulatorias que determinan el momento
del ciclo celular y la localizacién especifica donde ocurre cada proceso celular, también
se mantienen conservadas. (Hallez et al., 2004). A continuacidn, describiremos
brevemente la regulacién de CtrA basandonos principalmente en el modelo mas
estudiado descripto para C. crescentus.
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Cascada de senalizacion de CtrA

CtrA se encuentra regulada transcripcionalmente a través de las proteinas DnaA y
GcrA, ambas involucradas en el proceso de division celular, y reprimida por la accién
de la metiltransferasa CcrM (Brilli et al., 2010; Panis et al., 2015). Una vez traducida,
CtrA es fosforilada mediante un sistema de phophorelay o transferencia de fosfato, en
el que participan varias proteinas. Este sistema comienza con la autofosforilacion de
CckA (la cual posee actividad quinasa y fosfatasa) que puede pasar el fosfato a ChpT,
una proteina transferidora de fosfato hacia CtrA. Ademas, este fosfato puede ser
transferido de manera inversa promoviendo la desfosforilacion de CtrA~P. Asimismo,
la fosforilacion de CckA esta regulada negativamente por DivK-P, un regulador de
respuesta del sistema de dos componentes, Divl-DivK. Su fosforilaciéon, no solo
depende de su par histidina quinasa DivJ sino también de la fosfatasa PleC. (Figura
IV.1) Otra proteina, denominada DivL, también interfiere en este proceso de
sefializacion. Si bien su funcion no esta completamente determinada, recientemente
se probd que Divl interacciona con CckA a través de sus dominios PAS (sensores de
sefiales). Asi, la unidn entre ambas proteinas favorece la actividad quinasa de CckA. Sin
embargo, cuando DivL interacciona al mismo tiempo con DivK-P, CckA actuaria como
fosfatasa (Mann y Shapiro, 2018).

Adicionalmente a la regulacion por fosforilacién, la actividad de CtrA es controlada
mediante degradacidn proteica. La misma ocurre por efecto de la proteasa ClpXP, la
cual es activada por CpdR. A su vez, CckA es capaz de inhibir la acciéon de CpdR
mediante fosforilacidn, activando CtrA a través de la via de transferencia de fosfato e
inhibiendo la via de degradacién proteica (Angelastro et al., 2010).

Por ultimo, la via cuenta con reguladores negativos, llamados SciP y MucR, los
cuales son capaces de reprimir la transcripcion de algunos de los genes diana de CtrA
en distintas fases del ciclo celular sin modificar la unién de CtrA~P al origen de
replicacion. Durante la fase G1 SciP impide la unién de la ARN polimerasa a los
promotores de los genes regulados por CtrA en fase G2, mientras que durante la fase
G2, MucR se une a los promotores de los genes regulados por CtrA en G1 impidiendo
la union de esta proteina a los mismos (Panis et al., 2015).

La correcta localizacién subcelular de todos los reguladores que participan en la
fosforilacion de CtrA también posee un rol fundamental. Esta distribucién diferencial
asegura una distribucion heterogénea de CtrA y CtrA~P de modo de lograr controlar la
morfogénesis polar de ciertas estructuras y la divisién celular al mismo tiempo. De esta
manera, como se observa luego de la division celular en C. crecentus, se generan dos
células fenotipicamente diferentes: una célula movil flagelada y otra inmaévil, adherida
a una superficie (Schallies et al., 2015).
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Figura IV.1 — Cascada regulatoria de la proteina CtrA. El grafico muestra la cascada
de seiializacion de CtrA en base al modelo descripto en C. crescentus. En violeta se encuentra
recuadrado el sistema de phosphorelay CckA-ChpT-CtrA y en naranja la via de degradacion
proteica. También se muestra la regulacién de CckA mediante DivK, y la existencia de otras
proteinas denominadas PdhS que estan involucradas en este proceso y han sido descriptas en
E. meliloti. Finalmente, Scip y MucR interfieren en la activacion transcripcional de ciertos genes
diana de CtrA.

CtrAy la conexion con el ciclo celular en a-proteobacterias

Dada esta intima relacion de CtrA con el ciclo celular, el estudio de esta proteina
mediante delecién del gen que la codifica no ha sido posible en algunas a-
proteobacterias de los ordenes Caulobacterales y Rhizobiales, aunque si ha sido
posible en algunos Rhodobacterales y Sphingomonadales (Quon et al., 1998; Barnett et
al., 2001; Mercer et al., 2010; Francez-Charlot et al., 2015). La incapacidad de generar
mutantes en ctrA indicaria que en algunas a-proteobacterias el rol de CtrA sobre el
ciclo celular es distinto. Ademas, se ha detectado que las proteinas que activan CtrA
mediante fosforilacién, no poseen conservados sus dominios sensores, lo que indicaria
gue la activacion de CtrA a través de esta via estaria promovida por distintas sefales
en cada bacteria. Incluso en Rhizobiales, se han encontrado otros genes homélogos a
pleC y divJ, denominados pdhS que también estan involucrados en la sefializacién por
fosforilacién de CtrA (Hallez et al., 2004).
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[V.2 Analisis bioinformatico de los componentes
que integran la cascada de sefalizacién de CtrA en
B. diazoefficiens

Como mencionamos en el Capitulo lll, utilizamos herramientas bioinformaticas
para la asignacién de funcion del gen a estudiar. En este caso, identificamos a bll2200
como posible gen codificante de CtrA en B. diazoefficiens USDA 110.

La proteina BII2200 codificaria un regulador de respuesta de sistema de dos
componentes tipico, conformado por un dominio REC en el extremo amino terminal
con su sitio de fosforilacion conservado (D51) y un dominio de uniéon a ADN en el
extremo carboxilo terminal. BIl2200 de B. diazoefficiens presenta un 83% de similitud
con la proteina CtrA caracterizada en C. crescentus (Figura IV.2). Si bien CtrA estd
presente en todas la a-proteobacterias, y su principal funcién se encuentra asociada
con el control del ciclo celular, en algunos casos esta proteina se ha especializado y
limitado a una via de sefializacién en particular (Brilli et al., 2010).

CtrA Cc IV RVLLIEDDSABMAQIWIELMLKSE@FNVYTTDLGEEGVDLGKIYDY DI LLDLNLPDMSG)M
CtrA Bd M RVILIEDDSANYAQS IELMLKSENFNVYTTDLGEEGVDLGKIBYDY DI LLDLNLPDMS G4
CtrA Cc 61 |BAVAFRTINN INTPI SIS)Y T DIV K VK INVNEGADDYMTKPEFHKDEMES AVRRSK|
CtrA Bd (FRRDVINGT. RVEKTINT P Ii# IDNE [ K VKE@NEWGCADDYMTKPFHKDEIRYA ABIVRRSK|
CtrA Cc 121 [EErCRIAIKINEN T \AY\InY NGNRVHLTGKEYOMLELLSLRKGTTLTKEMFLNHLYG
CtrA Bd 121 [EsrNOISYVAIOINEINT VAYNIND T €GORVHLTGKEYQMLELLSLRKGTTLTKEMFLNHLYG]

CtrA Cc 181 CUINHSANSRINYRIGNNNGENAA S A HEK HHINNRIEINENQERANDIZNIHO VN — —
CtrA Bd 181 CGUINHIHNGEINFRIGIINNGENINASEERN FIRHRYIEINE)QRNNF HEHEEEEP‘

Figura IV.2 - Alineamiento de CtrA de C. crescentusy B. diazoefficiens .Las mismas fueron
simbolizadas con las letras Cc para C. Crescentus y Bd para B. diazoefficiens. Con una flecha se indica el
aminodcido conservado D51 sujeto a fosforilacidon (Quon et al., 1996).

Mercer y colaboradores caracterizaron la funcion de CtrA en Rhodobacter
capsulatus y realizaron una correlacion filogenética entre la funcién del gen y la familia
a la que pertenece. A fin de extender este analisis a B. diazoefficiens e incluir otras
especies donde se ha determinado experimentalmente su funcién, se construyd el
arbol filogenético que se muestra en la Figura IV.3. Asi, pudimos determinar que CtrA
de B. diazoefficiens agrupa junto con otros miembros del orden Rhizobiales como E.
meliloti y en la rama mas proxima con C. crescentus (Caulobacterales), en las cuales se
demostrd que CtrA constituye un gen esencial para la vida de la bacteria. Sin embargo,
el grupo mas cercano y que no se separa con un soporte alto, incluye a Sphingomonas
y Erytrobacter (orden Sphingomonadales), bacterias en donde la mutacién de ctrA es
viable y donde CtrA solo controla la sintesis del flagelo (Francez-Charlot et al., 2015).
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Figura IV.3 - Arbol filogenético construido con la proteina CtrA presente en
Rhizobiales El arbol fue realizado utilizando el programa MEGA X (con el algoritmo de
Maximun likelihood). El soporte de las ramas se calculé mediante el método de bootstrap
con 1000 réplicas en el que se cargd la secuencia aminoacidica de las CtrA en distintas
bacterias, con énfasis en Rhizobiales y en bacterias donde CtrA tiene funcién conocida.

Con el fin de profundizar en la via de sefializacion que involucra a CtrA, se
buscaron los demas posibles participantes de la misma. La busqueda se realizé en base
a las proteinas caracterizadas en C. crescentus. En la Tabla IV.1 se muestran los locus
tag que codifican cada una de las proteinas identificadas y el porcentaje de identidad
aminoacidica comparado con su homdlogo.

De acuerdo a estos resultados, B. diazoefficiens presenté homdlogos para todos
los integrantes de la via de sefializacion, tanto en la via de fosforilacion (CckA-ChpT)
como las proteinas que actuan a un nivel superior (PleC-DivJ-DivK). Al igual que se
observa en otros microorganismos, se detecté una mayor variabilidad en las regiones
N-terminales de las proteinas relacionadas a la percepcion de la sefial (dominios
sensores PAS/PAC), aunque en general, la organizacién de dominios entre homdlogos
parece respetarse. En el caso particular de la quinasa/fosfatasa CckA se vio una
diferencia clara en la organizaciéon de dominios en el extremo amino terminal, al igual
que en PleC y DivJ, pero en menor grado (Ver Anexo Figura AIV.1). Esto estaria
relacionado a que diferentes sefiales podrian ser las involucradas en la activaciéon y/o
control de la via.

Con respecto al control de CtrA mediante protedlisis, también hemos encontrado
todas las proteinas con un alto porcentaje de similitud e identificamos dos proteinas
homdlogas a las proteasas de la familia ClpP, donde la mds conservada se encuentra
contigua a ClpX.

Ademas, encontramos una proteina similar a SciP y una sola proteina similar a
MucR con un mayor porcentaje de similitud con la proteina MucR2 de C. crescentus.
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Tabla IV.1 - Prediccion de dominios de las proteinas involucradas en la via de
sefalizacion de CtrA en B. diazoefficiensy C. crescentus.

Locus Dominios ; Dominios
Rol Gen . . % |dentidad
tag B. diazoefficiens C. crescentus
Regulador ctrA  bll2200 83
Transferencia cckA  bll5808 49
defosfato  -py7 pir21o1 34 -
divL bll0757 35
pleC  bli3140 43
Fosforilacion
de DivK divl  bIr3071 45
divk bll5124 71
cpdR  bll7728 62
clpX  bll4943 84
Protedlisis
bll4944
clpP /blr0611 73/66
Inhibicion  sciP bsr6998 84
de
promotores mucR blr3068 69

La Tabla muestra los locus tag de los genes que estarian involucrados en la via de sefalizacion de CtrA
en B. diazoefficiens y la prediccién de dominios de las proteinas identificadas en comparacion con las
proteinas caracterizadas en C. crescentus. Se utilizaron los servidores SMART y BLASTp.

A continuacién, se muestran los dominios detectados en las proteinas con mayor tamafio:

El poligono azul representa dominios REC (PFO0072), los rombos verdes representan el dominio zf-
C4_ClpX (PFO6689, el rectangulo negro representa el dominio AAA+(PF07724), el poligono marrén
representa el dominio ClpB_D2-small (PF10431), el rectangulo azul representa dominios
transmembrana, el cuadrado violeta representa dominios PAS (PF00989), el cuadrado verde representa
dominios HisKA (PF00512), el tridngulo verde representa dominios HATPasa_c (PF02518), con rombo
azul se muestra el dominio Trans reg_c (PF00486) y con un tridngulo violeta se marcan los dominios PAC
(SM00086)

A diferencia de lo que ocurre en C. crescentus, B. diazoefficiens presenta otras
proteinas histidina quinasas hibridas homodlogas a PleC, que en algunos
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microorganismos se denominaron PhdS, y que podrian estar involucradas en la
activacion de CtrA a través de la modificacion del estado de fosforilacion de DivK. Ello
representa otro indicio de que la misma via estaria siendo alimentada por sefales
diferentes en estas a-proteobacterias.

Con respecto a los genes regulados por CtrA, en distintas bacterias se encuentran
algunos que se han conservado a lo largo de la evolucién y otros que han ido
cambiando. Un ejemplo de esto se ve reflejado en la relacién de CtrA con la sintesis del
flagelo, el cual parece estar bajo su control solo en algunos microorganismos. En E.
meliloti, CtrA se encuentra intimamente relacionado con los procesos de division
celular, aunque no actia como regulador maestro de sus flagelos. Sin embargo, en C.
crescentus, esta proteina esta involucrada en ambos procesos y también en otros
relacionados con la diferenciacion polar (Laub et al.,, 2002). En el otro extremo
encontramos a Rhodobacter sphaeroides, en donde solo interviene en la regulacién de
la sintesis flagelar, siendo un gen no esencial para la vida de la bacteria (Mercer et al.,
2010).

Sintetizando los resultados de estos analisis bioinformaticos, hemos encontrado
toda la via completa de activacién de CtrA en B. diazoefficiens USDA 110, al igual que
en otros Rhizobiales (Brilli et al., 2010). Creemos que esta proteina podria controlar el
ciclo celular en este microorganismo y su delecidn seria inviable. Aun asi, la presencia
de la rama cercana al agrupamiento que incluye a B. diazoefficiens junto con los
Sphingomonadales en el arbol filogenético deja una pequefia incdgnita respecto de
esta ultima hipdtesis.

CtrA como regulador maestro del flagelo subpolar

CtrA cumple un rol fundamental en la sintesis del flagelo polar en C. crescentus
(Smith y Hoover, 2009; Ardissone y Viollier, 2015). En esta bacteria, CtrA (regulador de
clase I) es el regulador maestro de esta cascada de sefializacidn, e inicia la sintesis de la
estructura. CtrA~P se une a promotores generalmente con la secuencia consenso
TTAA-N7-TTAAC o TTAACCAT vy junto con la holoenzima o’ de la ARN polimerasa,
comienza la transcripcion de los genes tempranos de la sintesis del flagelo
denominados genes de clase Il. Dentro de estos genes se encuentran aquellos que
codifican las proteinas que forman parte del cuerpo basal del flagelo (anillos, SSTIII,
proteinas estructurales y del switch del motor) y también otros genes reguladores
como fIbD, fliX (ambos reguladores de clase 1) y rpoN (factor >* de la ARN polimerasa)
(Laub et al., 2002). Estos seran los encargados de desencadenar la siguiente etapa de la
sintesis flagelar, la cual sera detallada en el Capitulo V.

Como primera aproximacion, realizamos una busqueda de las secuencias
promotoras reconocidas por CtrA descriptas previamente sobre el genoma completo
de B. diazoefficiens utilizando el servidor MEME suite (algoritmo MAST). En esta base
de datos solo se encuentra cargado el genoma de B. japonicum USDA 6, por lo que
nuestra busqueda se limitd a esta bacteria. Posteriormente, identificamos los genes en
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B. diazoefficiens USDA 110 utilizando BlastP (Anexo Tabla AIV.1). A través de este
analisis encontramos secuencias de reconocimiento de CtrA en promotores de genes
relacionados con la sintesis del flagelo subpolar. En la Figura IV.4 mostramos un
alineamiento de las cajas putativas conservadas que fueron identificadas sobre
promotores de genes del flagelo subpolar en B. diazoefficiens USDA 110.

Gen locus tag secuencia

ctrA bll2200 -TCAGGATTTGTTAACCATCTGTTG-TCAG (89)ATG R
f1iL, bl1l15826 -AAAGGTTCCGTTAACCATTATTACCGTA- (111)ATG CB
f1iCl b115843 -TAAACCGGCGTTAACCATACTTTAAAGG- (80)ATG F
fl1iX bll5837 -TTACGCGCCGTTAACCATAAAACAGCGA- (31)ATG R
fliF blro6999 -TTAATCTTCGTTAACCATATCGAAACCA- (65)ATG CB
flgB bll5814 -TGTGACATCCTTAACCACCTGTTAACCA- (65)ATG B
f1iC2 115844 -TCACCCTTTGTTAGCCATGTCGCG-GCAC (64)ATG F
f1iI blr2201 —~GACGCAATGATTAACGATGCGGGT-AAAC (127)ATG SS
flaF Dbl15842 -TAAGCAAATCTTAAGCGGTGCTGCCTAG- (60)ATG R
f1iC3 bl115845 —-TCATGCTTTGTTAGCCCTGGACGT-TCAC (65)ATG F
fl1hA 112207 —-CGCCCCCTCGTTAACCCTTTGCTAACCA- (65)ATG SS
f1bT Dblr5847 -TTACAGCTCGTTAACTAATTCCGAGCGA- (62)ATG R
f1iC4 bll5846 AGTA-GCGTCGTTTACCAGAAGGGTAACA- (5) ATG F

consenso @ ——————————= TTAACCAT--——————————

Figura IV.4 - Alineamiento de regiones promotoras de genes del flagelo subpolar en B.
diazoefficiens USDA 110 que contienen la secuencia TTAACCAT. En gris se encuentran
resaltadas las bases conservadas y los nimeros entre paréntesis representan el nimero de bases hasta
el codén de inicio de la traduccién. A la derecha de cada secuencia se encuentra representada la
estructura de la que forma parte la proteina que codifica ese gen, CB: cuerpo basal, SS: SSTIII, B: baston,
R: regulador, F: filamento.

La caja TTAACCAT se encontrd conservada en algunos genes que forman parte de
genes tempranos de la sintesis del flagelo subpolar que conforman el cuerpo basal del
mismo, ubicados por delante del marco de lectura de los genes blr6999 y bll5826 (fliF-
G, fliL-M). También se observaron estas secuencias de reconocimiento de CtrA cerca
de genes regulatorios (algunas mas conservadas que otras) por delante de los genes
bll5837, bllI5842 y blr5847 (fliX, flaF y fIbT) e incluso para el mismo ctrA (bll2200).
Ademas, se encontraron cajas en genes que codificarian el SSTIII, blr2201 y bll2207 (flil,
flhA) y el baston proximal blI5814 (flgB-C fliE) los cuales necesitan del SSTIII para ser
ensamblados. En las regiones promotoras que codifican las flagelinas subpolares
(bl15843-46, fliC1234) también se encontrd la misma caja conservada.

Para comprobar el rol de CtrA como regulador maestro del flagelo subpolar de B.
diazoefficiens nos propusimos una serie de estrategias que se detallan a continuacién.
En primer lugar, intentamos realizar una delecidn de los genes ctrA y cckA. Como
estrategia alternativa, en caso de que la mutacidn de estos genes no resultara viable
debido al rol de estas proteinas dentro del ciclo celular, propusimos analizar el efecto
sobre la sintesis flagelar mediante la sobreexpresion de CtrA.
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IV.3 Obtencion de una cepa mutante de B.
diazoefficiens en ctrA

Para abordar este estudio planteamos una estrategia de mutagénesis mediante
doble recombinacion homdéloga, interrumpiendo el gen ctrA (bl12200) por insercion de
un cassette de resistencia a antibiotico (Figura IV.5).

Figura IV.5 - Mapa esquematico de ctrA y genes vecinos (cluster 2) que
muestra el disefo utilizado para su mutagénesis. Se amplific6 mediante PCR un
fragmento de la region 5° y otro de la region 3’del gen. Estos fragmentos fueron clonados
con un gen de resistencia a Km entre ambos, quedando el gen interrumpido. Los simbolos
rayados son genes que no guardan relacién con ningin componente flagelar.

Se amplificd por PCR un fragmento del gen ctrA de 655 pb del genoma de B.
diazoefficiens USDA 110 (entre las bases 2.375.809 y 2.376.463) con los primers
2200_Fw2E y 2200_RvH. Ese fragmento fue digerido con las enzimas EcoRI (sitio
incluido en uno de los primers) y Sacl (sitio que se encuentra en el genoma). Este
fragmento de 400 pb fue clonado en el plasmido suicida en rizobios pG18mob2,
obteniéndose la construccidn pG::2200Up. La misma fue chequeada por PCR utilizando
primers universales M13_Fw-M13 Rv y corroborados por digestién utilizando las
enzimas de restriccion EcoRI-Sacl, los cuales liberaron el fragmento de 400pb (Figura
IV.6-B.1).

Paralelamente, se realizd la amplificacion de la otra regién del gen comprendida
entre las bases 2.376.266 y 2.376.887 utilizando los primers Dw2200_FwP y
Dw2200_Rv mediante PCR. Para esta reaccidén se utilizé una polimerasa que deja
extremos romos. Este fragmento de 622 pb fue clonado en el sitio de restriccién EcoRV
en el vector de entrada pBlueScriptSK(+). Esta construccion se llamo pBS::2200Dw y
fue chequeada por PCR utilizando primers universales M13_Fw y M13 Rv y verificada
por digestion con la enzima de restriccion BamHI, que posee un sitio de
reconocimiento en el sitio de clonado multiple (SCM) del vector y uno dentro del
fragmento de interés liberando un fragmento de 531 pb (Figura IV.6-B.2). A partir del
vector pBS::2200Dw se liberé el inserto utilizando las enzimas Pstl (sitio incluido en el
primer) y Sphl (del genoma) y el fragmento de 419 pb fue subclonado en el plasmido
pG::2200Up para obtener la construccidon pG::2200UpDw. Este plasmido fue
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chequeado por PCR y digestion utilizando las enzimas Sacl (ubicada dentro del
fragmento Up) y Hindlll del SCM liberando un fragmento de 464 pb (Figura IV.6-C).

Figura IV.6 - Esquema del clonado para la obtencion de la cepa mutante de B.
diazoefficiens ctrA: Km. E| grifico muestra los pasos experimentales realizados para obtener la
construccidn pG::2200::Km. Up y Dw representan los fragmentos de bll2200 amplificados. En los geles
de agarosa Mgy, M1go Y M, representan los marcadores de peso molecular de 1000 pb, 100pb o A-
Hindlll respectivamente. Con la letra C y un nimero se indican diferentes clones chequeados por
digestion con enzimas de restriccion durante las construcciones (B, C y D). s/d indica el plasmido sin
digerir.
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Finalmente, a esta ultima construccidn se le introdujo el cassette de resistencia a
Km proveniente del plasmido pUC4K, en el sitio Pstl y se corroboré la insercién por
digestién con la enzima Smal que libera un fragmento de 453 pb (Figura IV. 6-D). Asi,
obtuvimos el plasmido pG::2200::Km. Mediante la secuenciacién del inserto de dicho
pldsmido pudimos corroborar que lleva los fragmentos homdlogos de las regiones 5" y
3" de ctrA interrumpidas por el cassette de resistencia a Km. En la Figura IV.6 se
muestran los pasos de clonacién en detalle.

Posteriormente, intentamos transferir esta construccidon a B. diazoefficiens USDA
110 con el fin de obtener el mutante mediante recombinacién homaéloga, como
describimos anteriormente. Sin embargo, y a pesar de haberse realizado varias
conjugaciones cambiando las condiciones experimentales, los intentos de mutagénesis
del ctrA putativo no fueron exitosos.

IV.4 Obtencidon de una cepa mutante de B.
diazoefficiens en la posible quinasa (CckA) de CtrA

La estrategia de mutacién que se utilizé para este gen fue la estrategia insercional
(Capitulo 11.4.9b). Para esto se amplificd un fragmento de blI5808 (gen homodlogo a
cckA de C. crescentus), y se clond un cassette de resistencia a antibidtico
aprovechando el sitio Xhol presente en su secuencia (Figura IV.7).

Figura IV.7 — Mapa esquematico del gen cckA (blI5808) y genes vecinos (cluster
5) que muestra el diseio utilizado para su mutagénesis. La estrategia consistié en
amplificar el gen por PCR y clonar en su sitio Xhol un cassette de resistencia a kanamicina (Km).

Para comenzar, se amplificd un fragmento de cckA de 649 pb del genoma de B.
diazoefficiens USDA 110 (entre las bases 6.373.532 y 6.374.182) utilizando los primers
5808 _FwH y 5808 _RvB (Figura IV.8-A). Este fragmento se cloné en el plasmido
pG18mob2 utilizando las enzimas de restriccion Hindlll y BamHI agregadas en los
primers obteniéndose el vector pG::5808. El clonado fue chequeado por PCR con
primers universales M13_Fw y M13_Rv y corroborrado por digestion con las enzimas
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utilizadas para el clonado (Figura 1V.8-B). Finalmente, el plasmido pG::5808 fue
linealizado con la enzima Xhol presente en el inserto y en ese sitio se clond el cassette
de resistencia a Km liberado del plasmido pUC4K utilizando la enzima de restriccién
Sall. Las enzimas de restriccidn Sall y Xhol generan extremos compatibles que permiten
la ligacion pero no la restitucion de los sitios de reconocimiento de las mismas (Figura
IV.8-C). Este plasmido (pG::5808::Km), fue chequeado por digestidon con las enzimas
EcoRI presente en el plasmido y la enzima Xhol, cuyo sitio de ubica cerca del extremo
5’del cassette de resistencia a Km, De este modo se liber6 un fragmento de 1.424 pb.
(Figura 1V.8-C). Este vector fue comprobado por secuenciaciéon y movilizado a B.
diazoefficiens mediante conjugacién. Sin embargo, al igual que con ctrA la obtencién
de mutantes en el gen que codifica la quinasa cckA resulté infructuosa.

IV.5 Efecto de la sobreexpresion de CtrA sobre la
sintesis flagelar

Dada la dificultad planteada en la obtencidn de los mutantes en ctrA, planteamos la
caracterizacion de una cepa de B. diazoefficiens USDA 110 que lleva un pldsmido que
genera una sobreexpresion de ctrA.

Para realizar la sobreexpresién de CtrA, se amplificé el gen completo del genoma de
B. diazoefficiens USDA 110 (entre las bases 2.375.809 y 2.376.887) utilizando los
primers 2200_Fw2E y Dw2200_Rv. Este fragmento de 1.079 pb fue digerido con las
enzimas EcoRI-BamHI y clonado en el plasmido pFAJ1708 (replicativo en rizobios). El
vector obtenido (pFAJ::2200) fue chequeado por digestidon con las enzimas Hindlll-Sacl
(liberando dos fragmentos de 1.424 pb y 410 pb-Figura IV.9-A) y corroborado
mediante secuenciacion. El plasmido fue transferido a B. diazoefficiens USDA 110
mediante conjugacidn biparental y las colonias resistentes al antibiético Tc fueron
chequeadas por PCR usando los primers del vector denominados pFAJ_Fw y pFA]_Rv
(Figura IV.9-B). Asi, obtuvimos una cepa que sobreexpresa CtrA, la cual denominamos
Bd-pFAl::.ctrA (por Bradyrhozobium diazoefficiens que contiene el plasmido
pFAJ::2200). Mediante qRT-PCR se corroboré que Bd-pFAl::ctrA posee 8 veces mas
cantidad de ARNm de ctrA que la cepa de B. diazoefficiens que contiene el plasmido
vacio (Bd-pFAlJ) (Figura 1V.12). Esto indicaria que la sobreexpresién del gen se logré en
forma exitosa.

102



Tesis Doctoral Carolina Dardis

Figura IV.8 - Esquema del clonado para la obtencion de la cepa mutante de B.
diazoefficiens cckA::Km. El grafico muestra los pasos experimentales realizados para obtener la
construccidon pG::5808::Km 5808 representa el fragmento de bll5808 amplificado. En los geles de
agarosa Mg Y M, representan los marcadores de peso molecular de 100pb o A-Hindlll respectivamente.
Con la letra C y un numero se indican diferentes clones chequeados por PCR durante las construcciones
(By C). s/d se refiere al plasmido sin digerir.
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Figura IV.9 - Esquema del clonado y seleccion de la cepa que sobreexpresa CtrA (Bd-
pFAJ::ctrA). El grifico con el recuadro amarillo muestra el clonado para obtener el plasmido
pFAJ::2200 y el grafico con el recuadro verde muestra los pasos realizados para obtener la cepa de B.
diazoefficiens que sobreexpresa CtrA (Bd-pFAl::ctrA).En los geles de agarosa My, representa el
marcador de peso molecular de 100pb. Con la letra C y un numero se indican diferentes clones
chequeados por digestion durante las construcciones (A). s/d se refiere al plasmido sin digerir. pFAJ
representa la PCR utilizando el plasmido pFAJ1708 y pFAJ::ctrA la PCR del clon que contiene el plasmido
pFAJ::2200.

IV.5.1 Caracterizacion fenotipica de la cepa Bd-pFAJ::ctrA

Inicialmente, para comenzar la caracterizacién de la cepa que sobreexpresa CtrA,
analizamos su crecimiento en medio liquido. Para esto se cultivo la cepa Bd-pFAJ::ctrA
y Bd pFAJ en el medio AG durante 7 dias. Se tomaron muestras de los cultivos
diariamente, y a cada una se le determind la biomasa total por medida de la densidad
Optica a 500 nm (DOsqg) y el nimero de células viables por recuento en placa de las
UFC (esta ultima medida se realizd en placas con y sin agregado del antibidtico que
otorga la presencia del plasmido (Tc). Se realizaron dos experimentos independientes,
los cuales mostraron resultados similares; a continuacion, expondremos los resultados
obtenidos en uno de ellos.
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En la Figura 1V.10 puede observarse que ambas cepas mostraron cinéticas de
crecimiento similares, tanto en la biomasa total estimada por densidad éptica a 500
nm. (DOsqg) 0 en el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC), y en ninguno
de los dos casos se observd la pérdida de los pldsmidos pFAJ1708 y pFAJ::ctrA, los
cuales se mantuvieron estables (Figura IV.10-B). Dado el posible rol de CtrA sobre el
proceso de division celular, realizamos observaciones de Bd-pFAl::ctrA al microcopio
Optico, pero no detectamos diferencias morfoldgicas ni en fase exponencial ni en fase
estacionaria (Figura 1V.10-C).

Figura IV.10 - Cinética de crecimiento de la cepa Bd-pFAJ::ctrA. A. Crecimiento de B.
diazoefficiens en medio liquido AG conteniendo el plasmido vacio y el plasmido con ctrA (Bd pFAJ y Bd-
pFAJ::ctrA, respectivamente) mediante medidas de densidad dptica (A) y estimacion del nimero de
células viables por recuento en placa (B) con o sin antibidtico (Tc) . C. Imdgenes al microscopio 6ptico
(1.000 x) de las cepas crecidas en medio PSY-ara y luego tefiidas con cristal violeta.

A continuacién, realizamos una extraccion de flagelinas extracelulares del mismo
sobrenadante de cultivo obtenido durante el experimento de las curvas de
crecimiento. Como podemos ver en la Figura IV.11-A todas las cepas analizadas
mostraron la presencia de flagelinas laterales y subpolares. Se puede ver que la cepa
conteniendo ctrA en multiples copias (Bd-pFAl::ctrA) mostré niveles de proteinas
considerablemente mas bajos comparados con el control positivo (B. diazoefficiens
USDA 110 y B. diazoefficiens llevando el plasmido vacio, Bd-pFAl). Para evaluar la
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funcionalidad de los flagelos se realizé un ensayo de natacién en agar semisoélido de las
diferentes cepas. En concordancia con los niveles de flagelina encontrados observamos
que la capacidad de natacién de la cepa que sobreexpresa ctrA se vio disminuida
comparada con la cepa que posee el plasmido vacio (Figura IV.11-B).

Figura IV.11 -Perfil de flagelinas (A) y ensayos de movilidad en agar
semisélido (B) de la cepa de B. diazoefficiens que sobreexpresa ctrA. A. SDS-
PAGE de la extraccion de proteinas extracelulares de la cepa que sobreexpresa ctrA, como
control se utilizd la cepa que contiene el plasmido vacio (Bd-pFAJ) y como referencia, la
cepa WT (B. diazoefficiens USDA 110). B. Ensayo de movilidad. A la izquierda se muestra
una foto representativa de una placa de natacion en agar semisélido a los 14 dias después
de la inoculacién y a la derecha el registro del didmetro del halo de nataciéna lo largo del
tiempo.

Para corroborar la accion de CtrA como regulador maestro del flagelo subpolar
realizamos la cuantificacion del ARNm de algunos de los posibles genes diana. (Figura
IV.12). Los genes elegidos fueron los posibles genes reguladores (flbD, fliX, flaF, flbT)
gue, ademas, poseen la caja regulatoria de CtrA (Figura IV.4). No pudimos detectar
diferencias significativas en ninguno de los genes regulatorios que se encontrarian bajo
el control de CtrA a niveles mads bajos de la cascada regulatoria (Figura 1V.12).
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Figura IV.12 - Niveles de expresion de los transcriptos de los posibles reguladores
flagelares en la cepa que sobreexpresa ctrA. Expresion relativa de los reguladores analizados
expresados como foldchange de B. diazoefficiens conteniendo pFAJ::ctrA versus aquella conteniendo el
pldasmido vacio. Las lineas punteadas marcan los foldchange de *1, que representa los niveles de
transcripto en la cepa que contiene el plasmido vacio. El asterisco representa diferencias significativas
obtenidas a través del método AAC;.

IV.6 Conclusién y Perspectivas

A partir de este analisis logramos identificar al gen que codifica CtrA junto con las
numerosas proteinas que forman parte del sistema de sefializacion de CtrA en el
genoma de B. diazoefficiens USDA 110, indicdndonos que esta via regulatoria también
se encuentra conservada en esta bacteria. A pesar de los intentos realizados para
mutar ctrA y su quinasa cckA, no hemos tenido éxito. Por lo tanto, suponemos que al
igual que ocurre en otras bacterias (Quon et al., 1998; Barnett et al., 2001) vy,
consecuentemente con la informacién obtenida a partir del arbol filogenético, CtrA
también podria estar involucrada en el proceso de divisidn celular en B. diazoefficiens.

En otros microorganismos donde la mutacién de CtrA es inviable, se ha
desarrollado una estrategia alternativa para analizar su funcién. Esta consiste en la
mutacion del gen sumada a la expresién en trans de CtrA a través de un promotor
inducible (Pini et al., 2015). De esta manera, se logra una expresion transitoria del gen
candidato y se pueden estudiar sus efectos in vivo. Utilizando esta misma
aproximacion podriamos frenar la induccién de CtrA temporariamente y asi conseguir
analizar el fenotipo. Hasta el momento no contamos con un vector de este tipo que
sea funcional en B. diazoefficiens por lo que resulta ain mds complicado este abordaje.

Durante este trabajo hemos identificado in silico algunos genes diana que
contienen la secuencia consenso TTAACCAT en las regiones promotoras de algunos
genes de B. japonicum USDA 6. Ademas, identificamos esta secuencia de
reconocimiento de CtrA en genes relacionados con la formacién del flagelo subpolar
de B. japonicum USDA 6, los cuales fueron corroborados en B. diazoefficiens USDA 110,
lo que podria indicar que en estas bacterias CtrA también podria ser un regulador de la
sintesis del flagelo subpolar.
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Para evidenciar experimentalmente la funcidn de CtrA como regulador maestro de
la sintesis del flagelo subpolar en B. diazoefficiens realizamos la sobreexpresién del
gen. A pesar de que observamos un aumento significativo en la cantidad de transcripto
de ctrA, y una disminucién en la capacidad de natacién de la cepa que sobreexpresa el
gen, no pudimos detectar un efecto sobre la transcripcion de genes que estarian bajo
su regulacién en la cascada de sintesis del flagelo subpolar. Es probable que, si bien los
niveles de ARNm de ctrA se encuentran aumentados, el transcripto no se esté
traduciendo en un aumento en la cantidad de proteina. Incluso podria suceder que los
niveles de CtrA-P no aumenten producto de la sobreexpresién del gen, y por lo tanto
no se genere ningun efecto sobre la transcripcion de genes flagelares. Sin embargo, la
movilidad se vio considerablemente afectada en la cepa que sobreexpresa CtrA. Con
motivo de comprobar la unién de CtrA a las cajas promotoras de los genes del flagelo
subpolar podrian realizarse otro tipo de experimentos como por ejemplo geles de
retardo (EMSA) o experimentos de pulldown de CtrA seguida de secuenciacidon. Sin
embargo, al momento no contdbamos con herramientas suficientes para encarar estos
aspectos, por lo cual decidimos continuar con el andlisis de los otros reguladores de la
sintesis del flagelo subpolar de B. diazoefficiens.

En el siguiente Capitulo desarrollaremos el analisis funcional de los genes blr7003
y blI5837, los cuales codifican los reguladores de clase Il (FIbD-FliX) y suceden a CtrA en
la cascada regulatoria en el modelo de C. crescentus.
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PleC Cc 442
PleC Bd 370
PleC Cc 499
PleC Bd 430
PleC Cc 558
PleC Bd 490
PleC Cc 611
PleC Bd 550
PleC Cc 671
PleC Bd 610
PleC Cc 731
PleC Bd 670
PleC Cc 791
PleC Bd 726
Div]

DivJ Cc 1
DivJ Bd 1

DivJ_Cc 56
DivJ Bd 55

DivJ Cc 112
DivJ Bd 115
DivJ Cc 166
DivJ Bd 173
DivJ Cc 217
DivJ Bd 221
DivJ Cc 275
DivJ Bd 281
DivJ Cc 312
DivJ Bd 341
DivJ Cc 369
DivJ Bd 399
DivJ Cc 429
DivJ Bd 459
DivJ Cc 489
DivJ Bd 519
DivJ Cc 548
DivJ Bd 579
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Figura AIV.1 - Alineamientos de CckA/PleC/DivJ presentes en C. crescentusy B.
diazoefficiens. En rojo se recuadra la regidn variable correspondiente al dominio sensor.
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Tabla AIV.1 — Tabla con los genes que poseen la secuencia TTAACCAT en su

Carolina Dardis

region promotora encontrada a través del servidor MEMEsuite.

Locus
tag
blr0835

blr0960
blr3362
bll7745
bll7529

bll1533
bll7155

blI5919

blI5886
blI5851
blI5520
blr0367
bsl5256
bll4866

bsl4812
bll4323
bll4107
bll3753

bll1440

bllo167
bll0546

bsl0551
bll0786

bll1032

blr8110

blr5636

Funcidn de la proteina

polysaccharide export protein
s-methyl-5'-thioadenosine
phosphorylase MtnP

lipopolysaccharide biosynthesis
protein

chemotaxis protein
tol-pal system protein TolQ

invaginacion membrana

division celular
histidine kinase

transglycosylase
fad binding protein

dna-directed dna polymerase

pilus assembly protein

permease Ips export

pilus assembly protein CtpC

alpha/beta fold hydrolase

YggT family protein
ribosome
RimP

c4-dicarboxylate

maturation  factor

binding
protein
DNA recombination RmuC

Locus
tag
blr0400

blr0547
blr0642
blr0671
blr2728
bll11129
blr7447
bll7408
blr7296
blr7232
bll7151
blr7099
bll17051
bll7011
blr6759
blr6582
blI5565
blI3595

bl15945

blr5887
blI5866

blr5867
blr5502

bll5268

blr5269

blra759
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Funcién de la proteina

GnaT family N acetiltransferasa
calcium-binding protein

Penicillin-binding protein

activator

FAD-binding dehydrogenase

phosphoglucosamine  mutase

GlmM

L,D-transpeptidase
EAL domain-containing protein

sulfonate  ABC  transporter
substrate-binding protein
decarboxylating 6-
phosphogluconate
dehydrogenase

murein L,D-transpeptidase

methionine adenosyltransferase
MetK

Apolipoprotein A1/A4/E
ferritin-like domain-containing
protein

Two-component hybrid sensor
and regulator
insertion

iron-sulfur  cluster

protein ErpA


https://www.uniprot.org/uniprot/A0A023XSV0
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0A3XRZ4
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0A3XRZ4
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2A6N5S6
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2A6N5S6
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2A6PT47
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0A3Y4I4
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2M6UBR6
https://www.uniprot.org/uniprot/Q89KN8
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1L3FEF3
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blra974

blr4211

blr3797

blr2642

blr1506

bsr8446

bl12200

blr5847

blI5837
blI5826

blI5814
blr6999

polysaccharide biosynthesis

glycosyltransferase

Septum formation inhibition
MinC

phosphatidylserine synthase
PssA
AraC  family transcriptional

regulator

AlpA family phage regulatory
protein

CtrA

FIbT

FliX
FliL

FlgB
FliF

bl14587

blr4488

blr4435

bll4347

blr4306

bsr423

6

blr4048

bll3434

bll3250
bl13140

blr2816
blr2422
bll2353

blI2176

bl12063
bl16620
blr7887
bll7921

blr1151
bl18196
blr2201

Carolina Dardis

malonate transporter

NtrC

GGDEF
protein

domain-containing
N-acetylmuramoyl-L-alanine

amidase

3-methyl-2-oxobutanoate
hydroxymethyltransferase

Transcriptional regulatory
protein MarR family
Two-component sensor

histidine kinase
aldehyde dehydrogenase
Putative efflux protein
antibiotic  resistance
VanZ

two-component hybrid sensor

protein

and regulator
NrgC Acyl-CoA dehydrogenases
ABC transporter

ABC
binding protein

transporter  substrate-
DMT family transporter

porin family protein

Flil

Las dos columnas de la izquierda muestran los genes de B. japonicum USDA 6 para los que
se encontré la caja TTAACCAT en sus promotores con un valor p=3,6 y las dos columnas de
la derecha con un valor p=1,9. Con rosa se resaltaron genes flagelares que contienen estas
secuencias promotoras y en azul genes relacionados con la division celular.
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https://www.uniprot.org/uniprot/Q89KD3
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2A6N3C4
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2A6N3C4
https://www.uniprot.org/uniprot/I0GDE3
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V.1 Introduccién

Luego del control ejercido por el regulador maestro CtrA, la cascada regulatoria
flagelar descripta para C. crescentus continla con otros dos reguladores, denominados
FIbD y FliX. Estas dos proteinas se denominan reguladores de clase Il, y son las
encargadas de comenzar la segunda etapa de la sintesis del flagelo, activando la
transcripcion del siguiente grupo de genes denominados de clase lll y IV.

Rol de FIbD, FliX y 05 sobre la transcripcion génica

FlbD es una Enhancer Binding Protein (EBP) cuya funcion es activar la transcripcién
mediante el estimulo de la apertura de las hebras de ADN del complejo ARN
polimerasa-0®>* (Smith y Hoover, 2009). Esta proteina posee tres dominios
caracteristicos necesarios para promover la transcripcion génica. Uno de ellos es un
dominio sensor (REC) que se encuentra ubicado en la regién N-terminal de la proteina.
Este dominio posee un residuo aspartato conservado que puede de ser fosforilado por
una proteina histidina quinasa especifica (Ramakrishnan y Newton, 1990), de acuerdo
a sefiales internas o ambientales. Como consecuencia de esta fosforilacion, las EBP
cambian su conformacién, se oligomerizan y activan su dominio central denominado
AAA+. Este dominio es capaz de degradar ATP para abrir el complejo ARN polimerasa-
0>*. El tercer dominio, situado en el extremo C-terminal, interviene en la unién a ADN,
y su funcién es fundamental para el reconocimiento y la unién de la proteina a
regiones especificas de ADN que, en general, se encuentran alejadas de los marcos de
lectura abiertos (ORF) que regulan.

La unién de esta EBP, junto con la accién de otra proteina, denominada IHF
(Integration Host Factor), permiten que el elemento de transcripcidon que se encuentra
alejado de los genes que regula, pueda acercarse al complejo ARN polimerasa-o*
(Muir et al., 2005). Sélo asi la energia proveniente de la hidrélisis del ATP podra ser
transferida al complejo transcripcional para separar las hebras de ADN e iniciar la
transcripcion de los genes que se encuentran corriente abajo.

El otro protagonista en esta etapa de regulacion es FliX, una pequefa proteina
citosdlica que actia como regulador en trans de FIbD. No posee ningun dominio
caracteristico, pero es capaz de unirse a FIbD y modular su accidn tanto positiva como
negativamente (Mohr et al., 1998, Xu et al., 2011). Ademas, cuando ambas proteinas
estan unidas, se favorece la estabilidad del complejo (Muir y Gober, 2004; Muir y
Gober, 2005). FliX no solo es capaz de unirse a FIbD y modular su funcidn, sino que
también podria encontrarse asociada a la membrana bacteriana y de esta manera
participaria en el mecanismo de percepcion del estado de formacién del flagelo (Muir
y Gober, 2002). Asi, FliX actuaria como un checkpoint, es decir, promoveria la
transcripcion de genes de la tercera etapa de la sintesis del flagelo sdlo si la estructura
previa se encuentra correctamente ensamblada. De lo contrario, impediria este
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proceso. El mecanismo mediante el cual FliX modula FIbD y percibe el estado de
formacidn del flagelo aun continda siendo una incégnita.

Relacion de FIbD y FliX con el ciclo celular

Los niveles de FIbD y FliX no se encuentran sujetos a control del ciclo celular,
aunque su actividad promotora varia durante el mismo (Mohr et al., 1998; Muir y
Gober, 2002). En general, la expresion temporal de distintos factores o es fundamental
en diversos procesos bacterianos, ya que le permite a la célula redirigir la maquinaria
de transcripcion génica de acuerdo a sefiales internas y/o externas (Helmann y
Chamberlin, 1988). Esta variacion en la accién promotora de FIbD y FliX podria deberse
entonces a los Factores IHF vy 0>, los cuales son expresados en un momento
determinado del ciclo celular y son necesarios para el accionar de FlIbD.

Otra hipdtesis que seria consecuente con la activacién temporal de la
transcripcion de estos reguladores se centra en la posible fosforilacién de FIbD en el
dominio REC (cuya sefial provendria del proceso de divisidon celular mas que de sefales
nutricionales o ambientales). Existen indicios que muestran esta fosforilacion in vitroy
un aumento de su actividad promotora, aunque no resultan del todo concluyentes
(Wu et al., 1995). Ademas de ello, hasta el momento no ha sido posible encontrar una
guinasa responsable de esta modificacién post-traduccional (Wu et al., 1995). Lo que si
se conoce fehacientemente es que tanto la ausencia de FIbD como de FliX en C
crescentus generan grandes defectos en la citoquinesis, provocando la aparicidon de
células filamentosas (Muir et al., 2005). Esto demuestra una interconexién muy fuerte
entre los mecanismos de sefializacién de la divisidn celular y la sintesis del flagelo en
esta especie bacteriana.

V.2 Analisis bioinformatico de los posibles
reguladores de clase Il de la cascada de sintesis
del flagelo subpolar en B. diazoefficiens

Para comenzar la caracterizacion de estas dos proteinas, realizamos una busqueda
mediante BLASTp de los posibles reguladores de clase I, FIbD y FliX, en el genoma de la
cepa de referencia B. diazoefficiens USDA 110.

En las Figuras V.1 y V.2 se muestran los alineamientos de FIbD y FliX de B.
diazoefficiens y C. crescentus, las cuales serian proteinas homdlogas (63/80% y 44/65%
de similitud e identidad entre si, respectivamente). Los genes que codifican estas
proteinas, blr7003 (flbD) y bll5837 (fliX), se encuentran en los clusters 5 y 6
respectivamente, descriptos en el Capitulo lll. Ademas, los genes bll5019 y blr0742
codificarian las subunidades a y B de IHF vy, los genes bIrl1883 (rpoN1) y blr0723

116



Tesis Doctoral Carolina Dardis

(rpoN2), codifican dos copias del factor 6>, tal como se caracterizé en trabajos previos
(Kullik et al., 1991) y cuyos productos podrian participar en la funcion del par FIbD/FIliX.

G\ CIT G O T R KT AMBRIG Al S A O MR T REIGRGA DL LTV IR DTIAET)

F1bD Bd 1 AT \e TRKEOrT T TINTEWE N[EFA T\ TisiA D HIHOYMR VIBNGE K €X:NsIRN T \Y DV AINBEIR Dif

F1bD Cc 61 IAANSINSRMRVEVIZNSEV DR PVRAA NGNS R - DI YNGONNY T DR =K i
F1bD Bd 61 UMRLEINGHTHARINSET TNEARARY A NN IR o RNV~ N[ SRED

Fibp_ce 121 fvEEPEErolMSE VRS DT TR ARYVHEISERAKEPF TSEUNCAAT]
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RPN RSNl T DR GGl PVIIVIN T R IWAT SNRIBLAGA VI GT FREDLLMRLNVVN L P PLRER PEDJARS
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ZRIo I =TSN PRI\ T 1.G I S TRTLRNKLINE vENDEChfguby pR¥NCh=Claf PRMPMY G2

Figura V.1 - Alineamiento de FlbD de C. crescentusy B. diazoefficiens USDA 110. En
negro se marcaron los aminoacidos idénticos y en gris los aminoacidos similares. En verde se marca
el aminoacido D52 conservado susceptible defosforilacion. En rojo se subrayaron los tres dominios
caracteristicos, los cuales son REC, AAA+y HTH, (desde el extremo N al C-terminal, respectivamente).

F1iX Cc 1 FRVssTcEve-ANcESRRK pAEcR s sl s vN AR SENASEA s VEE L TEVE S VNS

F1iX Bd 1 BRIyYGPNETIMCHPAEORRRT - SEGTEVIMEDT S SBo - - -EfRrAARA PKAAANIRNARNTS

F1iXx Ccc 60 BacRiccRiRaRaAlRRADN MY IEGEVRIAMI D@D sH AL DS RAT REQRE ATDD]
F1ix Bd 57 GIE--EDEVENNERSHARCRTAMEVEDDLKMCHL SENEDA SHVVEMR DA ANLKS SEGDE

F1iX Cc 120 REECTENEEETRATEHNEL0ARRE

F1iXx Bd 115 cllDsii-EELEvEEmNaaco- -/

Figura V.2 - Alineamiento de FliX de C. crescentusy B. diazoefficiens USDA 110. En
negro se marcaron los aminoacidos idénticos y en gris los aminoacidos similares. En verde se
marcaron los aminoacidos necesarios para la interaccion de FIbD-FliX en C. crescentus (Xu et al.,
2011).

En C. crescentus se han determinado las secuencias de reconocimiento de FlbD,
denominadas ftr. La secuencia consenso de esta caja es CCCGGCARNRNYTGCCGGG y se
halla delante de genes de clase II, lll y IV (Mullin et al.,, 1994, Benson et al., 1994).
Aquellos genes que poseen esta secuencia conservada son regulados directamente por
FIbD, e incluso aquellos que presentan mas de una caja ftr son genes con una tasa
mayor de transcripcion (Wu et al.,, 1995). Al contrario, aquellos que poseen mas
variaciones de secuencia con respecto a la secuencia consenso ftr, suelen ser genes de
clase Il cuya transcripciéon no depende de FlbD o, en algunos casos, son regulados
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negativamente por ésta. Ademas de la conservaciéon de secuencia de las cajas ftr,
distancia a la que se encuentran las mismas con respecto al promotor de ¢°* también
resulta fundamental para la activacion de la transcripciéon (Mullin et al., 1994).

Una busqueda bioinformatica utilizando la secuencia consenso de ftr en el genoma
de B. diazoefficiens USDA 110 (acotada a 250 bases upstream de cada ORF de los genes
del flagelo subpolar) nos permitié encontrar algunas probables cajas promotoras
conservadas delante de varios genes relacionados con el flagelo subpolar (Figura V.3).

Locus tag Secuencia de reconocimiento de FlbD

b112207 --TAACCATACACCCGGCAAGAATTGCCGGGTGAAGTCGAG— (32)ATG CB
b115826 —GCCATGTTTGCCCGGCAGATTTTTCCTAGTGGCGGCCCAA (141)ATG CB
blr6999 --TTTTCCATCGACCAGCACGGTCTGGCGGGTCTTCGCAC—- (208)ATG CB
blr5815 TTAAGAGTTGGGGACGGCAAAACTTGCCGTGGGACGTTAAG— (84)ATG SS
b115814 --TAACCATACAGGCGGCAAATTCTGCCTAGCTTCGGACCC— (32)ATG B
blr5827a --TGGGCCGCCACTAGGAAAAATCTGCCGGGCAAACATGGC—(203)ATG B
blr5827b -AAACATGGCTAACAGAACCTTTCTGCCGCCCTCCCGCA---(174)ATG B
b1lr5838 --GCGTAAACAGCCCGGCAAAATCTGCCGACGGGCGGCAGT—(126)ATG B
b115837 -—-—-TGCCGCCCGTCGGCAGATTTTGCCGGGCTGTTTACGC— (53)ATG R
b115854a —-—-GACCCGATGCCCCGGCAATTGTTGCCGGCCCGGCAATTG—(142)ATG G
b115854b —-—-TTGTTGCCGGCCCGGCAATTGTGCCCCGGTCATTCGAC-- (125)ATG G
blr6996a --GAGGCCGGCTTAGGGCAATTCTTGCCGGGGCGGCAGAAA— (135)ATG G
blr6996b —ATTCTTGCCGGGGCGGCAGAAATGGCGGGGTCGCGGAGGG—(117)ATG G
b115845 --TATGGTGAATCCAGGGAAGGACTCCCGCGACACGCTTCA—(100)ATG F

ftr  —mmmm—————— CCCGGCARNRNYTGCCGGG-——————————~

Figura V.3 - Alineamiento de regiones promotoras de genes del flagelo subpolar de B.
diazoefficiens USDA 110 que contienen secuencias ftr putativas. En gris se marcaron las
bases de la secuencia consenso ftr. A la derecha de cada secuencia se encuentra representada la
estructura de la que forma parte la proteina que codifica ese gen, CB: cuerpo basal, SS: SSTIII, B: bastdn,
R: regulador, G: gancho, F: filamento. Las letras a y b indican mas de una secuencia ftr encontrada. ATG
representa el codén de inicio de la traduccidn y entre paréntesis la distancia del mismo a la caja ftr, en
numero de bases.

Esta observacidn in silico apoyé la idea de que el par regulador FIbD-FliX podria ser
el responsable del control del sistema del flagelo subpolar en B. diazoefficiens USDA
110. Para abordar su estudio, y el rol sobre la cascada de sefializacion de la sintesis del
flagelo subpolar en esta especie, comenzamos construyendo mutantes de los genes
gue codifican FlbD y FliX y la posterior caracterizacion fenotipica de los mismos.

V.3 Construccion de mutantes de B. diazoefficiens
en flbD y fliX

Para mutagenizar flbD (blr7003), se disefid una estrategia de delecién de un
fragmento interno del gen por doble recombinacién homéloga aprovechando los sitios
de restriccion Aval presentes en el mismo (Figura V.4).
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Figura V.4 — Mapa esquematico del gen #/bD (bir7003) y genes vecinos (c/uster 6) que
muestra el disefio utilizado para su mutagénesis. La estrategia consistio en la amplificacion de
un fragmento del gen por PCR para luego delecionar un fragmento interno (casi toda la secuencia del
dominio AAA+) por digestion con la enzima Aval. Los primers de chequeo de la mutacidén se muestran
con flechas. Los simbolos rayados son genes que no guardan relacion con ninglin componente flagelar.

Para llevar a cabo esta estrategia de mutagénesis, se amplific6 por PCR un
fragmento del gen correspondiente a 1.395 pb del genoma de B. diazoefficiens USDA
110 (entre las bases 7.711.305 y 7.712.680) utilizando los primers 7003_FwE vy
7003 _RvH (Tabla 11.5). El fragmento se purificé del gel de agarosa y se digirié con las
enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll (los sitios de restriccién fueron agregados en la
secuencia de los primers) y se clond en el vector pK18mobsacB. Luego se elimind un
fragmento interno de 354 pb comprendido entre los sitios Aval, quitando asi la mayor
parte de la secuencia codificante del dominio AAA+ de la proteina. Dicha construccién
fue introducida por conjugacién biparental en B. diazoefficiens USDA 110 y se
seleccionaron posibles clones mutantes como se indicé en Materiales y Métodos
mediante contraseleccidon utilizando el gen sacB (Capitulo 11.4.9.b). La delecién fue
verificada mediante una reaccion de PCR utilizando los primers Ext7003_FwX vy
Ext7003_RvP, externos a la region clonada inicialmente (Figura V.6 y Tabla II.5). Este
producto de amplificacidon dio un tamano de 1.297 pb, el cual fue corroborado por
secuenciacion. De esta manera, se obtuvo el mutante delecional “limpio” (sin
resistencia a antibidtico y conservando el marco de lectura) al que denominamos
AfIbD.

Para mutagenizar fliX (bllI5837), planteamos la insercién de un cassette de
resistencia a kanamicina utilizando el sitio BamHI presente a mitad del ORF (Figura
V.5).
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Figura V.5 — Mapa esquematico del gen f/iX (blI5837) y genes vecinos (cluster 5) que
muestra el diseio utilizado para su mutagénesis. La estrategia consistié en amplificar el gen
por PCR y clonar en el sitio BamHI que se ubica dentro del gen, un cassette de resistencia a kanamicina
(Km). Los primers de chequeo de la mutacién se muestran con flechas. Los simbolos rayados son genes
que no guardan relacién con ningin componente flagelar.

Para comenzar la construccion del mutante, se amplificé por PCR un fragmento de
1.001 pb del genoma de B. diazoefficiens USDA 110 (entre las bases 6.404.484 vy
6.405.484) utilizando los primers 5837 _Fw y 5837 Rv. Este producto se purificd de gel
y se clond con EcoRV, que deja extremos romos, en el vector de entrada
pBlueScriptSK(+), obteniendo el pldasmido pG::5837 (Figura V.7-A). Se seleccionaron
aquellos clones que tuvieran el gen en sentido del plac para un posterior subclonado.
El plasmido asi construido se digirié con EcoRI-Hindlll, el fragmento liberado se cloné
en pG18mob2 y luego, aprovechando el sitio BamHI que se encuentra dentro del gen,
se clond el cassette de resistencia a kanamicina (1.264 pb) proveniente del plasmido
pUC4K, generando el plasmido pG::5837::Km (Figura V.7-C). Los recombinantes dobles
fueron obtenidos como se describe en Materiales y Métodos (Capitulo 11.4.9-a). Los
clones mutantes se verificaron mediante reacciones de PCR que amplificaron ambos
extremos del gen hasta el cassette Km utilizando los pares de primers Ext5837_Fw y
Km_Fw (1.000 pb) y Ext5837_Rv y Km_Rv (1.172 pb) y se corroboraron ambos por
secuenciacion. La Figura V.8 muestra un esquema de los pasos de este proceso de
clonado. Al mutante obtenido lo llamamos fliX::Km.

Este mismo procedimiento también se realizé sobre el mutante AflbD, de manera
gue se obtuvo el mutante doble en ambos genes reguladores, denominado AflbD-
fliX::Km.

Con el objetivo de complementar el mutante AflbD, se amplificod el gen completo
por PCR con Pfu (1.651 pb) y se clond en el pldsmido pBBR1MCS3 obteniéndose asi el
pldsmido pB3::7003 (Figura V.7). Para complementar el mutante fliX::Km se subcloné
el gen fliX desde el plasmido pBS::5837 hacia el plasmido pFAJ1708 con las enzimas
Xbal-Kpnl, obteniendo el plasmido pFAJ::5837 (Figura V.9). Estas construcciones fueron
chequeadas por PCR con primers externos y por secuenciacion y pasadas a sus
respectivos mutantes y a la cepa WT por conjugacion. Asi se obtuvieron las cepas
mutantes complementadas, denominadas AflbD-pB3::flbD vy fliX::Km-pFAJ::fliX.
También se conjugaron dichas cepas con los plasmidos vacios para utilizarlas como
controles, a las cuales denominamos AflbD-pB3 vy fliX::Km-pFAlJ.
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Los plasmidos vacios y los plasmidos llevando flIbD o fliX también fueron
introducidos por conjugacion biparental a la cepa WT, obteniendo las cepas
denominadas Bd-pB3 y Bd-pFAJ por Bradyrhizobium diazoefficiens conteniendo los
pldsmidos pBBR1IMCS3 y pFAJ1708 y las cepas Bd-pB3::flbD y Bd-pFAl:fliX -por
Bradyrhizobium diazoefficiens conteniendo los plasmidos pB3::7003 o pFAJ::5837.
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Figura V.6 - Esquema del clonado y selecciéon de la cepa mutante B. diazoefficiens
AfIbD. El grafico con el recuadro amarillo representa los pasos de clonado para obtener el plasmido
pKsacB::7003 en E. coli. El grafico con el recuadro verde muestra un esquema del cromosoma de B.
diazoefficiens WT y del mutante con énfasis en el gen fIbD y su comprobacién por PCR (gel de agarosa).
7003 representa el fragmento de blr7003 amplificado. En los geles de agarosa, My, ¥y M, indican los
marcadores de peso molecular de 100 pb y A-Hindlll, respectivamente. Con la letra C y un nimero se
indican diferentes clones chequeados por PCR durante las construcciones (B y D). WT indica el control
con ADN de la cepa WT y (-) el control negativo con agua. En el caso de las digestiones se indican con las
iniciales de las enzimas usadas o s/d indica el plasmido sin digerir.
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Figura V.7 - Esquema del clonado y seleccion de las cepas WT y AfibD llevando
pB3::fIbD. El grafico con el recuadro amarillo representa los pasos de clonacién para obtener el
pldasmido pB3::7003 en E. coli y el grafico con el recuadro verde muestra los pasos realizados para
obtener las cepas de B. diazoefficiens WT o el mutante AflbD llevando pB3::7003. 7003 representa el
fragmento de blr7003 amplificado con los primers externos. En los geles de agarosa, Migq ¥ M,, indican
los marcadores de peso molecular de 100 pb o A-Hindlll respectivamente. Con la letra C y un nimero se
indican diferentes clones chequeados por PCR durante las construcciones (B). (-) indica el control
negativo de PCR con agua.
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Figura V.8 - Esquema del clonado y seleccion de la cepa mutante B. diazoefficiens
fliX::Km. El grafico con el recuadro amarillo representa los pasos de clonado para obtener el plasmido
pG::5837::Km en E. coli. El grafico con el recuadro verde muestra un esquema del cromosoma de B.
diazoefficiens mutante con énfasis en el gen fliX y su comprobacion por PCR (gel de agarosa). 5837
representa el fragmento de bll5837 amplificado. En los geles de agarosa, Mo Yy M, representan
marcadores de peso molecular de 100 pb y A-Hindlll, respectivamente. Con la letra C y un numero se
indican diferentes clones chequeados con enzimas de restriccion (B y C). s/d indica el plasmido sin

digerir.
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Figura V.9 - Esquema del clonado y seleccion de las cepas WT y fliX::Km llevando
pFAJ::fliX. El grafico con el recuadro amarillo representa los pasos de clonacion para obtener el
pladsmido pFAJ::5837 en E. coli y el gréafico con el recuadro verde muestra los pasos realizados para
obtener la cepa WT o fliX::Km de B. diazoefficiens llevando pFAJ::5837. En los geles de agarosa, Mgy
M, indican los marcadores de peso molecular de 100 pb y A-Hindlll, respectivamente. Con la letra Cy un
numero se indican diferentes clones chequeados durante las construcciones, ya sean digestiones con
enzimas de restriccion (A) o productos de PCR (B).s/d indica el plasmido sin digerir.

V.4 Caracterizacion fenotipica de los mutantes B.
diazoefficiens AfIbD y fliX::Km

Para comenzar la caracterizacion de las cepas mutantes en los posibles
reguladores de clase Il se procedid en primer lugar a analizar el crecimiento de las
mismas. Segun la evidencia previa en otras especies bacterianas, el par regulador FIbD-
FliX podria estar interconectado con la regulacién del ciclo celular (Muir et al., 2005).
Sin embargo, en B. diazoefficiens no observamos diferencias significativas en la
velocidad de crecimiento ni en la maxima DOsqg alcanzada en fase estacionaria para
ninguno de los mutantes ensayados, en comparacién con la cepa WT. La Figura V.10
muestra fotografias tomadas con el microscopio dptico, donde se observa que las
cepas WT y mutante no tuvieron diferencias de tamafio ni cambios en su morfologia,
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contrariamente a lo observado por Muir y col (2005) en C. crescentus. Por ello,

descartamos que FlbD y/o FliX estén relacionadas al control de la divisién celular en B.
diazoefficiens.

Figura V.10 - Cinética de crecimiento y morfologia celular de las cepas de B.
diazoefficiens mutantes en fIbDy fliX. A. Medida de densidad dptica (DOsq). en medio liquido AG
de la cepa WT y los mutantes en los reguladores de clase Il cultivados en medio liquido AG. El grafico
muestra un ensayo representativo de dos réplicas bioldgicas. El tamafio de las barras de error (desvio
estandar) es menor que el de los simbolos. B. Fotos al microscopio dptico (1.000X) de bacterias tefiidas
con cristal violeta crecidas en medio liquido PSY-ara hasta fase exponencial (DOsy=0,7).

V.4.1 Efecto de la mutacion de fIbD y fliX sobre la sintesis
flagelar y la capacidad de natacion

Para continuar con la caracterizacién de los mutantes, realizamos dos ensayos
tendientes a determinar si la ausencia de estos genes afectaban la correcta sintesis
flagelar en B. diazoefficiens USDA 110. Asi, detectamos que todas las cepas mutantes
(AflbD, fliX::Km y el doble mutante AflbD-fliX::Km) fueron incapaces de sintetizar
flagelinas subpolares (FliC, de alto peso molecular) mientras que la sintesis de
flagelinas laterales (LafA, de bajo peso molecular) no se vio afectada (Figura V.11-A).
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Figura V.11 - Perfil de flagelinas (A) y ensayos de movilidad en agar semisélido (B, C y
D) de las cepas de B. diazoefficiens mutantes en los reguladores de clase |l. A. SDS-PAGE
de flagelinas extracelulares B. Foto representativa de un ensayo de natacién en agar semisdlido de la
cepas WT, los mutantes AflbD, fliX::Km y AflbD-fliX::Km y el mutante AfliC (carente de las cuatro
flagelinas subpolares) a los 7 dias. C. Ensayo de natacién en agar semisdlido en placas individuales. Se
muestra una foto representativa de cada cepa a los 14 dias. D. Los halos de natacion de tres réplicas
técnicas fueron registrados en funcién del tiempo y graficados con el desvio estandar (el tamafio de la
barra de error es menor que el del simbolo).

Como puede observarse en la Figura V.11, las tres cepas mutantes en los
reguladores de clase Il (asi como el mutante AfliC), presentaron menor movilidad que
la cepa salvaje en placas de agar semisélido (Figura V.11-B). De esta manera, la
ausencia de flagelinas subpolares se relaciond directamente con una disminucion en la
capacidad de natacién (Figuras V.11-BCD). Estos experimentos corroboran que el
filamento del flagelo subpolar no se forma y que los flagelos laterales serian los Unicos
funcionalmente activos y los que le confieren capacidad natatoria a los mutantes.
Ademads, las cepas mutantes en los reguladores de clase Il presentaron un menor
diametro de halo que la cepa WT, independientemente del tiempo ensayado (Figura
V.11-D).

Luego realizamos la complementacidon de las cepas mutantes expresando los
genes salvajes respectivos en trans con el fin de chequear que los fenotipos
observados se debieran solo a la inactividad del gen mutado. Como fIbD es el ultimo
gen del operdn (ver Figura S.2 cluster 6), el fragmento clonado no tendria su promotor
nativo. Por ello clonamos fIbD (al igual que fliX) en el plasmido pFAJ1708, el cual posee
un promotor fuerte llamado pneo (Dombrecht et al., 2001) (Tabla I1.2).
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Como muestra la Figura V.12-A, la cepa AflbD-pFAJ::flbD no fue capaz de restituir
la sintesis de flagelinas subpolares. Dada la ausencia de complementacidn, decidimos
clonar fIbD en otro plasmido replicativo denominado pBBR1MCS3, donde la
transcripcion sucederia bajo el control del promotor plac y que también contiene la
secuencia Shine-Dalgarno. Esta cepa, denominada AflbD-pB3::flbD tampoco fue capaz
de restituir el fenotipo de sintesis de flagelinas (Figura V.12-A) y llamativamente,
encontramos que la misma tuvo disminuida su capacidad de natacién (Figura V.12-A)
comparada con la cepa mutante llevando el plasmido vacio (AflbD-pB3).

Por otro lado, la mutante fliX::Km llevando el gen salvaje en trans (fliX::Km-
pFAl::fliX) si presentd flagelinas subpolares (Figura V.12-A) y fue capaz de
complementar parcialmente el fenotipo de natacidon con respecto a la cepa mutante
que llevaba el plasmido vacio (fliX::Km-pFAJ) (Figura V.12-B).

Figura V.12 - Perfil de flagelinas (A) y ensayos de movilidad en agar semisélido (B) de
las cepas de B. diazoefficiens mutantes en fIbDy fliX complementadas. A. SDS-PAGE de
flagelinas extracelulares de los mutantes de clase Il y las mutantes complementadas. B. Fotos
representativas de placas de natacion de las cepas mutantes en los reguladores clase Il y las cepas
mutantes complementadas a los 7 dias (para flbD) y a los 12 dias (para fliX).

Dada la imposibilidad de complementar la mutante AflbD, decidimos verificar las
mutantes complementadas midiendo los niveles de transcripto del gen clonado en la
cepa AflbD-pB3::fIbD. Para ello, realizamos un ensayo de RT-PCR y medimos los niveles
de ARNm de flbD. Pudimos observar que la cepa AflbD-pB3::flbD fue capaz de expresar
el gen bajo el promotor lac (Figura V.13), a pesar de no sintetizar las flagelinas
subpolares (Figura V.12-A). El mutante AfIbD, que tiene delecionado un fragmento
interno del gen, no mostrd sefial en la RT-PCR, ya que los primers utilizados hibridan en
la region eliminada. Asi, la falta de complementacién no se debié a una falta de
transcripcion de la copia del gen clonada en plasmido.
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Figura V.13 - Expresion de f/bD en la cepa mutante AfIbD-pB3::fIbD. RT-PCR de la cepa
mutante AflbD que contiene el plasmido vacio (AflbD-pB3) y la cepa complementada (AflbD-pB3::flbD).
Como control interno se utilizé el gen sigA (que codifica al factor 070) y se midio el gen fIbD utilizando
primers que hibridan en la region interna del cDNA del mismo. El signo + representa un control positivo
de PCR en el que se uso ADN total de la cepa salvaje como molde.

Es preciso seiialar que la delecidon del gen fIbD en la mutante AflbD no es total, y
que el mutante “limpio” mantiene el marco de lectura original. Por ello, es probable
que la cepa AflIbD-pB3::flbD exprese, ademas de la proteina FIbD codificada en trans en
el pldasmido, una proteina “trunca” de 343 aminodcidos, con los dominios REC y HTH
completos, la cual podria competir con la copia salvaje por sus genes diana (ya que
mantendria el dominio de unién a ADN intacto). Por ello, intentamos restituir el
fenotipo en otra cepa mutante en flbD que construimos, pero que contiene una
insercién del cassette de resistencia a Km (flbD::Km). Asi, la cepa fIbD::Km pB3::fIbD,
mostré una banda muy tenue a la altura de las flagelinas subpolares cuando tefiimos el
gel con plata (Figura V.14-A). De todas maneras, y a pesar de la presencia de lo que
creemos son flagelinas subpolares, el halo de natacién en placa continué siendo menor
gue el de la cepa mutante flbD::Km que contiene el pldsmido vacio. (Figura V.14-B).

Figura V.14 - Perfil de flagelinas (A) y ensayos de movilidad en agar semisélido (B) de
las cepas de B. diazoefficiens flbD (flbD.:Km) y mutante complementada (#bD::Km-
pB3::fIbD). A. SDS-PAGE de flagelinas extracelulares. El gel fue tefiido con sales de plata para
aumentar la sensibilidad. B. Foto representativa de una placa de natacidn a los 10 dias.
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Por otro lado, y dados los resultados previos con las mutantes
complementadas, quisimos observar si un exceso de FlbD (a través de una expresion
constitutiva en trans) podria afectar la movilidad e impedir que se restituyera la
sintesis del flagelo subpolar. Para ello, movilizamos el plasmido pB3::flbD a la cepa WT
y analizamos el contenido de flagelinas y la movilidad en medio semisélido. Los
resultados se muestran en la Figura V.15. En el caso de la sobreexpresion de flbD
encontramos que la cepa WT que lleva el plasmido pB3::fIbD presentd una disminucién
de la cantidad de flagelinas subpolares con respecto a la cepa que contenia el plasmido
vacio (Figura V.15-A) y una disminucién de su capacidad de natacidn en agar
semisolido (Figura V.15-B). Esto podria indicar que la ausencia de complementacién en
el mutante AfIbD seria el resultado de una sobreexpresidn o expresién en un momento
erréneo de este regulador. Llamativamente, la cepa WT que sobreexpresa fliX también
presentd una menor capacidad de natacion (Figura V.15-B) aunque a diferencia de lo
que ocurrié para fIbD, la introduccion de este mismo plasmido en la cepa fliX::Km si
logrd restituir el fenotipo (Figura V.12). Este fendmeno se observd sélo cuando se
sobreexpresé fliX en la cepa WT, probablemente por encontrarse en doble copia y
regulado bajo su propio promotor ademas del promotor del pldsmido.

Figura V.15 - Perfil de flagelinas (A) y ensayos de movilidad en agar semisélido (B) de
las cepas de B. diazoefficiens que sobreexpresan fIbDy fliX. A. SDS-PAGE de flagelinas
extracelulares. B. Placas de natacion de las cepas WT que sobreexpresan los reguladores de clase II.

V.4.2 Caracterizacion de los genes flagelares regulados por
FIbD y FliX

Para confirmar la accién de FlbD sobre la transcripcién de genes del sistema del
flagelo subpolar y determinar qué estructuras estan reguladas por esta proteina,
realizamos ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR). Para ello, disefiamos
primers para amplificar distintos genes del sistema del flagelo subpolar (con especial
cuidado que no hibriden en sus homdlogos del sistema de los flagelos laterales). Como
criterio principal, decidimos medir los niveles de transcripto de genes que forman
parte de cada una de las subestructuras que constituyen este flagelo (Figura S.1).
Ademads, utilizando herramientas bioinformaticas e informacién de ensayos de
secuenciamiento de ARNm (RNAseq) previos (Cuklina et al., 2016), medimos aquellos
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genes que se encontraban al inicio de cada operdn que codifica las estructuras del
flagelo subpolar (Figura S.2). Asumiendo entonces que los genes corriente abajo
estarian sometidos a la misma regulacion que los genes medidos, tendriamos un
panorama general de qué ocurriria con la sintesis del flagelo subpolar en esta cepa
mutante.

Asi, comparamos los niveles de transcriptos de la cepa AfIbD, la cual normalizamos
con los transcriptos de la cepa WT, y obtuvimos las medidas que se muestran en la
Tabla V.1. Cada foldchange representa cuantas veces aumenta o disminuye la
expresion de un mismo transcripto en la cepa mutante comparado con la cepa WT.
Este valor fue obtenido mediante el método conocido como AACs, el cual se encuentra
detallado en Materiales y Métodos (Capitulo 11.4.4).

Como podemos observar en la Tabla V.1, los niveles de transcripto de los genes
flgF, flgEs y fliK en la cepa que carece de FlbD se encuentran muy por debajo del nivel
de la cepa WT. Estos resultados nos indican que FIbD presentaria un efecto marcado
sobre la transcripcion de los genes que codifican la porcion distal del baston y el
gancho del flagelo. Cabe destacar que esto mismo no ocurrié con los genes del gancho
gue se encuentran duplicados en el cluster 3 (que ya han sido analizados en el Capitulo
).

Por otro lado, solo observamos regulacidén negativa de FIbD sobre flil (ATPasa del
SSTII) entre todos los genes clase Il que hemos medido y que creemos que estarian
regulados por CtrA. En contraposicidn, encontramos que el nivel de transcripto de fliF,
(anillo MS) fue regulado positivamente por FIbD. Este dato fue muy llamativo, dado
gue el anillo MS es una de las primeras estructuras en ser sintetizadas y ensambladas.

Ademas, de las cuatro flagelinas que forman el filamento del flagelo subpolar
(Althabegoiti et al., 2008; 2011; Quelas et al., 2016a), tres de sus transcriptos (fliC234)
se encontraron regulados por FIbD, mientras que la regulacién de fliC1 no respondid a
los niveles de esta proteina. Algo similar ocurre en C. crescentus (Ardissone y Viollier,
2015), donde CtrA regula la transcripcion de algunas copias de flagelinas mientras que
FIbD o el regulador de clase Il, regula la transcripcion de otras.

Cabe destacar que a pesar de la ausencia de FIbD, los niveles de transcripto de
genes que codifican los reguladores que actlan primero en la cascada regulatoria
(CtrA-CckA), como también los de FliX, y de los reguladores posteriores (FlaF y FIbT) no
se vieron afectados en la mutante AflbD.

Por otro lado, a pesar de que FliX no seria un regulador transcripcional en si
mismo, su ausencia provoca un fenotipo similar al mutante AflbD. Para evaluar si este
co-regulador generaba un defecto en la transcripcién de los genes del flagelo subpolar,
decidimos medir aquellos que estaban fuertemente regulados por FIbD (flgF, flgEs y
fliK) en la mutante fliX::Km. Los resultados se muestran en la Tabla V.1. Por un lado,
encontramos que los niveles de ARNm de todos ellos efectivamente estuvieron
afectados negativamente. Por ello, suponemos que FliX es necesario para que FlbD sea
funcional.

132



Tesis Doctoral Carolina Dardis

Sin embargo, esta dependencia no se visualizd en aquellos genes donde la
regulaciéon mediante FIbD es mas sutil, donde no observamos diferencias significativas
en el mutante en fliX con respecto a la WT (Tabla V.1). Esto podria indicar que esa
regulacion fina seria independiente de FliX.

Tabla V.1 Niveles de expresion de ARNm en los reguladores de clase |l.

Foldchange Foldchange
Funcion locus_tag Gen AflbD/WT fliX::Km/WT
bll2200 ctrA SC -
blr7003 fIbD - -
Genes blI5837 flix sC -
regulatorios bll5842 flaFs 5C i
blr5847 fIbT, SC -
blI5808 cckA SC -
blr2201 flil 2,29 £ 0,08 SC
SSTII bll2207 flhA SC SC
blr5816 fliP SC SC
blI5826 fliL SC SC

blr5838 flgl SC SC
SC
blr3800 pomA SC SC
: blr5827 flgF -55 + 38 -13,8+0,3
Baston
bll5814 flgB SC SC
blr3696 fliD SC -
blr3699 flgD; e -
Gancho
bll5854 flgEs -36 £ 20 -31+13
blr6996 flik -41+6 -55 + 30
bll5843 flici SC -
. bll5844 flic2 -3,3+0,6 -
Filamento -
bl15845 flic3 -5+2 -
bll5846 flic4 -2,28 + 0,08 -

SCindica que no se detectaron cambios de los niveles de transcriptos.

V.4.3 Mecanismos de accion de FlbD

Mutacion puntual para sustituir el aminodcido aspdrtico conservado
por alanina (D524)

Como mencionamos anteriormente, FIbD posee un dominio regulador de
respuesta que, producto de una correcta progresion del ciclo celular, seria fosforilado y
de esta manera activaria la proteina. Si bien este dominio REC presente en FIbD posee
conservado el residuo de aspartato susceptible de fosforilaciéon (D54 en NtrC/D52 en
FIbD) tanto en C. crescentus como en B. diazoefficiens (Figura V.1), hasta el momento
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no ha sido posible identificar una quinasa responsable de la fosforilacion vy
consecuente activacién de esta proteina.

Para comprobar si FIbD necesitaba ser fosforilada en D52 para ser activa y
promover la formacion del bastéon distal y del gancho en B. diazoefficiens, decidimos
realizar un mutante puntual en donde dicho residuo es reemplazado por un
aminodcido no fosforilable (alanina). Para ello, realizamos una estrategia de
mutagénesis por doble recombinacién homdloga en donde reemplazamos la adenina
de la posicion 2 del codén 52, que codifica aspartato (GAC) por citosina (GCC),
generando asi un coddn que codifica alanina. Este cambio se realizé disefiando dos
pares de primers complementarios, cuya secuencia incluye el cambio puntual
(7003DxA_Fw y 7003DxA_Rv). Ver Figura V.16.

Figura V.16 — Mapa esquematico del gen blr7003 y genes vecinos (cluster 6) que
muestra el diseio utilizado para la mutagénesis puntual para obtener la cepa 7/bD-DxA.
La estrategia de mutagénesis consté de la sustitucién de una Unica base (A por C) para conseguir
cambiar el coddn que codifica aspartato (GAC) por otro que codifique alanina (GCC). El sitio de
restriccién Sall utilizado para el chequeo, se encuentra subrayado a la derecha de la imagen,
perdiéndose al hacer el cambio puntual.

Para realizar la construccion del vector conteniendo fIbD con el cambio puntual, se
realizd6 una primer PCR con los primers 7003_FwE y 7003DxA_Rv amplificando el
segmento 5" del gen flbD de 238 pb (Up), y otra PCR amplificando el segmento 3" del
gen (Dw) de 1.175 pb con los primers 7003DxA_Fw y 7003_RvH (Figura V.17-A). Luego
se realizé una tercer PCR con los primers externos 7003_FwE y 7003_RvH usando como
molde los dos fragmentos amplificados anteriormente, obteniendo el fragmento
7003DxA (estrategia tomada de Sukdeo y Charles, 2003; ver Materiales y Métodos). De
esta manera obtuvimos un fragmento de 1.395 pb que se digirié con las enzimas de
restriccion EcoRl y Hindlll y se clond en el vector pK18mobsacB (Figura V.17-B). Asi,
obtuvimos el plasmido pKsacB::7003DxA (Figura V.17-C). El fragmento clonado fue
corroborado por secuenciacion. Como resultado, se observd que se produjo un cambio
adicional en una base rio abajo a la zona de mutagénesis. Con el fin de corregir el
problema y salvar la construccion, se elimind la regiéon 3" del fragmento 7003 (que
contiene el cambio no deseado) digiriendo con las enzimas BamHI-Hindlll. Luego se
rellenaron los extremos 5" protruyentes con la enzima Klenow y se religaron los
extremos del vector. De esta manera se obtuvo el plasmido pKsacB::7003DxA(2)
(Figura V.17-D).

Esta construccion fue movilizada por conjugacién biparental a B. diazoefficiens
USDA 110. Los mutantes fueron chequeados por PCR seguida de digestién del
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fragmento amplificado, y fueron seleccionados aquellos clones cuyos fragmentos 7003
no eran digeridos con la enzima Sall (Figura V.17-F), sitio de restriccion que se
encontraba en la secuencia del gen WT (gtcgac) y no en la secuencia modificada
(gtcgec). EI cambio fue corroborado por secuenciacion. A este mutante lo
denominamos fIbD-DxA.
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Figura V.17 - Esquema del clonado y seleccion de la cepa mutante puntual de B.
diazoefficiens flbDDxA. El grafico con el recuadro amarillo representa los pasos de clonacién para
obtener el plasmido pKsacB::7003DxAN en E. coli y el grafico con el recuadro verde muestra los pasos
realizados para obtener el mutante con el cambio puntual (D52A) en el gen blr7003 de B. diazoefficiens.
Up y Dw representan la PCR1 y PCR2 de la técnica de Sukdeo y Charles descripta en Materiales y
Métodos (Capitulo 11.4.9). 7003DxA representa el gen blr7003 conteniendo el cambio puntual en D52A.
En los geles de agarosa, M, indica el marcador de peso molecular de 100pb. Con la letra Cy un nimero
se indican diferentes clones chequeados durante las construcciones, ya sean digestiones con enzimas de
restriccion (Cy F) o productos de PCR (D y E). En todos los casos s/d indica el plasmido sin digerir (C) o la
PCR sin digerir (F). El signo (+) en F representa la PCR de la cepa WT digerida.

Una vez construido el mutante puntual flbD-DxA, realizamos los ensayos de
obtencion de flagelinas extracelulares y natacién en agar semisélido para su
caracterizacion. En ninguno de los ensayos observamos diferencias con respecto a la
cepa WT (Figura V.18), por lo que suponemos que ese residuo conservado de
aspartato no interviene en el control por fosforilacion para que la proteina sea
funcional en B. diazoefficiens USDA 110.
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Figura V.18 — Perfil de flagelinas (A) y ensayos de movilidad en agar semisélido (B) de la
cepa de B. diazoefficiens mutante puntual IbDDxA. A. SDS-PAGE de flagelinas extracelulares
de la cepa WT y el mutante puntual flbDDxA. B. Ensayo de natacion en agar semisélido de la cepa WT y
fIbDDxA. Se muestran fotos representativas de cada cepa en placas de Petri a los 10 dias. Los halos de
natacion de tres réplicas técnicas fueron registrados en funcién del tiempo y graficados con el desvio
estandar. El tamafio de las barras de error es menor al del simbolo.

Factores 6>* (RpoN)

En el genoma de B. diazoefficiens USDA 110 encontramos dos factores o' que
podrian estar mediando la transcripcién de los genes flbD vy fliX. Uno de ellos se
denomina RpoN1 (BIr1883) y el otro RpoN2 (BIr0723). En estudios anteriores realizados
en la cepa B. diazoefficiens USDA 110 spc4 (Kullik et al., 1991) se determind que ambas
proteinas son funcionalmente activas y que las mismas son capaces de reemplazarse
entre ellas durante el proceso de simbiosis y de asimilacién de nitrato. Para comprobar
si ocurria lo mismo con respecto a la sintesis del flagelo subpolar, ensayamos los
mismos mutantes generados por Kullik y col. (1991), denominados N50 (mutantes en
rpoN1), N63 (mutante en rpoN2) y N50-97 (mutante doble en rpoN1-rpoN2). La
extraccién de flagelinas extracelulares de estas cepas mostré que el mutante en rpoN2
y el doble mutante en rpoN1-rpoN2 no presentaron flagelinas subpolares, mientras
gue en el mutante en rpoN1 se observaron ambas bandas, similarmente a la cepa
salvaje (Figura V.19-A). Ello nos permitio suponer que FIbD es dependiente de RpoN2 y
gue, ademas, RpoN1 no puede complementar la funcién promotora de RpoN2como si
sucede con otros fenotipos (Kullik et al., 1991).

Para corroborar esta hipdtesis, extrajimos el ARN de la cepa WT (en este caso
USDA 110-spc4) y la cepa ArpoN2 y realizamos ensayos de RT-PCR. Pudimos observar
qgue efectivamente, los niveles de transcripto de los genes regulados por FlbD
(principalmente flgF, flgEs y fliK) se encontraban disminuidos en la cepa mutante
(Figura V.19-B), en acuerdo con los resultados previos de transcriptémica del doble
mutante en rpoN1-rpoN2 (Hauser et al., 2007). Esto nos permitié confirmar que RpoN2
es el responsable de este efecto, y plantear la hipdtesis de que este factor o™ funciona
como un regulador transcripcional del sistema del flagelo subpolar, junto con FIbD y
FliX.
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Figura V.19 - Perfil de flagelinas (A) y ensayos de expresion (B) de las mutantes en
rpoN1 ylo rpoN2, que codifican factores o5 paralogos. A. SDS-PAGE de flagelinas
extracelulares. (+) representa la extraccion de flagelinas de la cepa USDA 110. B. RT-PCR de los genes
flgF, flgEs y fliK, todos regulados por FlbD, a partir de ARN de la cepa WT (spc4) y del mutante en rpoN2.
Como control interno se utilizo el gen sigA, que codifica al factor o’ (+) representa el control positivo
de la reaccién de PCR en el que se utilizé ADN total, y (-) representa el control de PCR en ausencia de
ADN molde.

V.4.4 Otros fenotipos asociados con los reguladores clase II
FIbD y FliX

Efecto sobre el sistema flagelar lateral

Si bien determinamos que los mutantes en fIbD y fliX no afectaron la correcta
sintesis de los flagelos laterales, si observamos una mayor cantidad de flagelinas
laterales, lo que puede apreciarse por la intensidad de la banda correspondiente a LafA
en los geles de poliacrilamida (Figura V.11) con respecto a la cepa WT. Para comprobar
si la ausencia de FIbD o FliX inducia una mayor expresion del sistema de flagelos
laterales, realizamos un ensayo de gRT-PCR con el fin de medir los niveles de
transcripto de lafR, que codifica el regulador maestro del sistema lateral (Mongiardini
et al.,, 2017). Asi, hallamos que los niveles de ARNm de /afR se encontraron
aumentados 9,5 y 2,7 veces en los mutantes AflbD y fliX::Km, respectivamente, en
relacion a la cepa WT (Figura V.20). Esto indicaria que la falta del flagelo subpolar
funcional, debido a la mutacién en cualquiera de los reguladores de clase Il (FIbD y/o
FliX) tendria un efecto positivo (probablemente compensatorio) sobre la sintesis de los
flagelos laterales en B. diazoefficiens.
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Figura V.20 - Niveles de expresion del transcripto del
regulador maestro del flagelo lateral (/afR) en los mutantes
de B. diazoefficiens en los reguladores de clase Il. Medidas
de ARNm del regulador maestro lafR expresada como foldchange de
los mutantes AfIbD y fliX::Km con respecto a la cepa WT.

V.4.5 Efecto sobre la produccion de EPS y la formacion de
biofilms

La mutacidn de fIbD también influyé en otros fenotipos diferentes a los detallados
sobre el sistema de flagelo subpolar. Cuando se repicaban las cepas en placa, se
observaba que las mutantes eran mas mucosas que la cepa WT (Figura V.21-A). Un
efecto similar fue descripto con el regulador maestro de P. aeruginosa (FleQ), el cual
también es una EBP dependiente de o’ Baraquet y colaboradores (2012)
determinaron que FleQ es capaz de inhibir los genes pel (que codifican proteinas
implicadas en la sintesis de EPS) y activarlos cuando aumenta la concentracidn de c-di-
GMP. Asi, hipotetizamos que FlbD podria estar involucrado en la produccién de EPS y
de alguna manera vincularia la transicion del estado plancténico al de formacién de
biofilms, de manera similar a lo que ocurre en P. aeruginosa.

Para evidenciar el cambio en la produccion de EPS realizamos un estudio semi
cuantitativo de la capacidad de las macrocolonias bacterianas para unir rojo Congo.
Este colorante es capaz de teiir celulosa y algunos polisacaridos, por lo que la
capacidad de unir RC nos permite estimar si existe una diferencia en la produccién de
EPS entre dos cepas. La Figura V.21-A muestra la absorbancia relativa del colorante
gue no fue capaz de unirse a las bacterias luego de 2 horas de incubacién. La mutante
AflbD presentd menor capacidad de unir rojo congo comparado con la cepa WT,
mientras que en el mutante fliX::Km no se observaron diferencias significativas (Figura
V.21-A).

Para confirmar el efecto de estas mutaciones sobre la sintesis de EPS, realizamos
una cuantificacién de los mismos a partir de sobrenadantes de cultivos liquidos. Asi,
logramos evidenciar que la mutante AflbD sintetizé 2,5 veces mas EPS en fase
estacionaria comparada con la cepa WT, mientras que la mutante fliX::Km mostré un
comportamiento intermedio entre la cepa WT y el mutante AflbD (Figura V.21-B).
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Figura V.21 - Produccion de EPS en los mutantes en los reguladores clase Il. A. Unién de
rojo Congo a los mutantes AflbD vy fliX::Km comparados con la cepa WT. El ensayo se repitié en tres
oportunidades. Arriba se muestran fotos representativas de las colonias crecidas en placas YEM con rojo
Congo. Abajo se muestra la absorbancia relativa del colorante medida a 490nm (Capitulo 11.3.10) El
asterisco representa diferencias significativas p =0,05. B. Cuantificaciéon del EPS producido en fase
estacionaria de crecimiento en medio liquido PSY-ara. El analisis estadistico fue realizado sobre tres
réplicas bioldgicas con tres réplicas técnicas utilizando ANOVA con p=0,05.

Debido a que la produccién de EPS es uno de los factores importantes para la
formacién de la matriz de los biofilms, nos preguntamos si este proceso también se
encontraria afectado en estos mutantes. Ello nos motivé a realizar ensayos de
adhesién a tubos de vidrio, en donde observamos que los halos de biofilm de las cepas
mutantes AfIbD y fliX::Km tardaron mas tiempo que la WT en formarse en la interfase
aire-liquido (Figura V.22). Sin embargo, este retraso fue momentaneo, ya que ambas
cepas mutantes fueron capaces de adherirse y formar biofilm en los tubos de vidrio
con el correr del tiempo. Este efecto inicial podria deberse a la falta del flagelo
subpolar y su posible rol como adhesina en etapas tempranas de formacion de biofilm
(Quelas et al., 2016a).

Para comprobar la funcion de ambos flagelos y su posible rol como adhesinas,
realizamos ensayos de adhesidn en tubos de vidrio con las cepas AfliC (mutante en
flagelinas subpolares), AlafA (mutante en flagelinas laterales) y un mutante doble
AlafA-AfliC (mutante que no posee flagelos).

Al parecer, el flagelo subpolar seria importante en las primeras etapas de
formacion de biofilm ya que la cepa carente del flagelo subpolar AfliC se adhirié menos
al tubo de vidrio comparada con la cepa WT (Figura V.23). Paralelamente, la cepa que
carece de flagelos laterales fue capaz de unirse mejor a la superficie con respecto a la
cepa que posee ambos flagelos (WT), por lo que estimamos que los flagelos laterales
podrian estar estorbando durante este proceso. Un efecto interesante se observé en la
cepa carente de los dos sistemas de flagelos, ya que la misma fue capaz de unirse al
vidrio en etapas tempranas. Ello indicaria que la accidn del flagelo subpolar es util para
la unién al vidrio aunque no es predominante en este proceso. Ademas, la mayor
capacidad de esta cepa para formar biofilm en etapas tardias podria estar dada por la
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unién irreversible al vidrio ya que, al no tener flagelos, las bacterias no podrian
despegarse del soporte y volver como células planctdnicas al seno del liquido.

Figura V.22 — Adhesién a tubos de vidrio de los mutantes de B. diazoefficiens en los
reguladores de clase Il. Arriba se grafica una réplica bioldgica representativa (de tres ensayos) en
donde se muestra la absorbancia promedio del cristal violeta adherido. Abajo se muestran fotos
representativas del halo de adhesion a los 3 y 7 dias. (-) muestra un tubo control sin inocular.

Figura V.23 - Adhesion a tubos de vidrio de los mutantes de B. diazoefficiens
estructurales en las flagelinas de los dos sistemas flagelares. Arriba se grafica una réplica
bioldgica representativa (de tres ensayos) en donde se muestra la absorbancia promedio del cristal
violeta adherido. Abajo se muestran fotos a los 5 y 7 dias. (-) muestra un tubo control sin inocular.
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V.4.6 Efecto de la mutacion de los reguladores de clase 11
sobre el proceso simbiotico

Dado que los mutantes en fIbD vy fliX tuvieron efectos pleiotrépicos, algunos de los
cuales podrian estar asociados con su capacidad simbidtica, como la produccién de
EPS, nos preguntamos si esta caracteristica podria estar afectada debido a las
mutaciones. Para evaluar esto se realizd un ensayo de nodulacion en plantas de soja.
Como se muestra en la Tabla V.2, no se detectaron diferencias en el nimero de
nodulos por planta ni en el peso seco de los ndédulos. Esto indicaria que el proceso
simbidtico estaria estableciéndose de manera normal, tal como se observd
previamente en mutantes carentes de uno, otro o ambos flagelos (Althabegoiti et al.,
2011).

Tabla V.2 - Ensayo de nodulacion de plantas de soja por parte de los mutantes en
los reguladores de clase Il. El nimero de nédulos y peso seco de los mismos corresponden
al promedio de 10 plantas y el error corresponde al valor del desvio estandar.

) Peso seco de los nédulos
Nédulos por planta

(mg)
Sin inocular - -
WT 12,60 + 5,80 0,64 +0,27
AflbD 11,80 + 6,80 0,74 £0,26
fliX::Km 8,40+ 3,03 0,74 £0,23
AflbD-fliX::Km 8,00 + 3,40 0,61+0,27

V.5 Conclusiéon y perspectivas

Mediante el analisis de los mutantes presentados en este Capitulo, pudimos
identificar a los reguladores de clase Il, FIbD y FliX (codificados en los genes ubicados
en blr7003 y bll5837 respectivamente) en B. diazoefficiens USDA 110. Estas dos
proteinas resultaron indispensables para sintetizar el bastdn distal y el gancho del
flagelo subpolar en esta bacteria y no interfirieron en el control de la sintesis de los
flagelos laterales, aunque si provocaron una sobreexpresién de los mismos (visto a
través de la sobreexpresion de lafR y cantidad de proteinas en SDS-PAGE). Ademas,
FIbD participaria de una regulacién fina independiente de FliX sobre algunos de los
genes del flagelo subpolar necesarios en etapas previas y posteriores de la formacion
del bastdn y gancho. Sumado a esto, encontramos que solo uno de los pardlogos del
factor o>* (BIr0723), denominado RpoN2 (Kullik et al., 1991), es requerido para la
transcripcion de estos genes y no existe complementacién en trans con RpoN1 en este
fenotipo.

Por otro lado, la mutaciéon de fIbD provocd la disminucién de los niveles de ARNm
de los genes que codifican proteinas del gancho que se encuentran en los clusters 5y 6
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(flgEs vy flgDg), pero no en los que se encuentran en el cluster 3, apoyando la idea que
este ultimo cluster pareceria no ser funcional en B. diazoefficiens.

Ademas, la disminucidn en la performance de natacidén observada en las cepas que
sobreexpresan FlbD o FliX y la disminucion en la cantidad de flagelinas subpolares
sintetizadas en la cepa que sobreexpresé FIbD podria deberse a la expresidon atemporal
de este regulador transcripcional y por lo tanto a un freno en la cascada de la sintesis
flagelar. Esta hipdtesis permitiria explicar también la falta de éxito al intentar
complementar del fenotipo de sintesis flagelar en la cepa AflbD-pB3::fIbD.

Cuando evaluamos la cepa flIbD-DxA fue capaz se sintetizar un flagelo subpolar
funcional a pesar de que FIbD no posee el aminodcido (D52) sensible a fosforilacién. En
otras bacterias esta propuesto que la regulacién por fosforilacion responderia a una
via de sefializacién que conecta la progresidn del ciclo celular con la sintesis del flagelo.
Esto no pareceria ocurrir en B. diazoefficiens, en la cual ademds de no necesitar la
fosforilaciéon de FIbD para ser activo, la delecidn de cualquiera de los dos genes que
codifican reguladores de clase Il (flbD o fliX) no provoca una alteracién en la divisién
celular (no se observd la formacion de estructuras filamentosas). De alguna manera
pareceria que los reguladores clase Il se han especializado ain mas en la funcién
regulatoria flagelar y asi la coordinacién con el ciclo celular seria responsabilidad
exclusiva de CtrA como iniciador de la cascada regulatoria del flagelo.

Adicionalmente, encontramos que en B. diazoefficiens, FIbD y FliX influyen en el
proceso de formacidn de EPS ya que ambos mutantes presentaron una mayor cantidad
y/o acumulacién de los mismos. Sin embargo, el aumento de EPS no se trasladé a una
mayor capacidad de formar biofilms. Asi, hemos podido determinar, utilizando otra
serie de mutantes estructurales, que el flagelo subpolar seria importante para la
adhesion a superficies hidrofilicas (en este caso, vidrio), mientras que los flagelos
laterales impedirian este proceso. Este rol del flagelo subpolar en el proceso de
adhesiéon ha sido mencionado previamente por Quelas y colaboradores (2016a)
mediante la cuantificacién de bacterias adheridas a portaobjetos.

Por ultimo, la mutacién de los genes que codifican estos reguladores no afectaron
la interaccion de las bacterias con plantas de soja.
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VI.1 Introduccién

Las flagelinas son las ultimas proteinas en ser sintetizadas y ensambladas para
concluir la formacién del filamento funcional de los flagelos bacterianos (McCarter,
2006). En la mayoria de las bacterias modelo estudiadas como E. coli, S. typhimurium,
V. cholerae y P. aeruginosa, la transcripcidon de los genes que codifican las flagelinas
dependen de un factor o alternativo (llamado 0% o FliA) y un factor anti-sigma (anti-o)
denominado FIgM. Como mencionamos en la Introduccién, FigM funciona como punto
de control entre la construccion del gancho y la transcripcion de las flagelinas
(Karlinsey et al., 2000). Una vez que el gancho es ensamblado, el factor anti-o es
secretado a través del mismo. Asi, FliA queda libre y es capaz de unirse a los
promotores de las flagelinas e iniciar la transcripcion de las mismas (Ohnishi et al.,
1990). En la gran mayoria de las a-Proteobacterias, sin embargo, no se encuentran
proteinas homodlogas a FliA (Smith y Hoover 2009). En su lugar, se han encontrado un
par de reguladores, denominados FlaF y FIbT que, en vez de modular la transcripcién,
actuan regulando los niveles de las flagelinas a nivel traduccional. Estos reguladores
parecerian actuar también como checkpoint del estado de formacion del gancho, para
luego activar la traduccién de las flagelinas en el momento necesario (Mangan et al.,
1999; Llewellyn et al., 2005).

El mecanismo de control a través de FlaF y FIbT ha sido estudiado en diferentes
microorganismos como C. crescentus, E. meliloti y B. melitensis (Mangan et al., 1999;
Smith y Hoover 2009; Ferooz et al., 2011). Estos microorganismos poseen diferentes
sistemas de regulacion de la sintesis de sus flagelos, aunque comparten la ultima etapa
a través de las proteinas FlaF y FIbT (Capitulo I-Figura 1.7). A pesar de que estas
proteinas son similares en secuencia (lo que ha llevado a denominarlas de la misma
manera), funcionan de manera diferente en los distintos modelos conocidos.

Rol de FlaF y FIbT en C. crescentus

En este modelo regulatorio, FIbT es un regulador post-transcripcional que actua
como represor de la traduccion de los mensajeros de las flagelinas. Anderson y Gober
(2000) demostraron que FIbT de C. crescentus se une a un loop en la regién 5" no
traducida del ARNm de una de sus flagelinas, estabilizando una estructura secundaria
gue oculta la secuencia de unidn al ribosoma y resulta inestable, favoreciendo de esta
forma la degradacidn de sus mensajeros. Para que dicha unién se establezca, resultaria
necesaria la participacién de una segunda proteina, aunque la misma no ha sido
identificada hasta el momento (Anderson y Gober, 2000). Mutantes en fIbT presentan
un filamento deslocalizado y de tamafio variable, que provoca un defecto en su
capacidad de natacion (Schoenlein y Ely, 1989; Llewellyn et al., 2005). Ademas, si a
mutantes estructurales del gancho se les muta también fIbT, el fenotipo de sintesis de
flagelinas se restaura. Esto significa que FIbT se encuentra asociada al punto de control
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(checkpoint) de finalizacion de la construccién del gancho. Asimismo, las cepas que no
expresan FIbT, no solo poseen afectada su capacidad de formar un filamento funcional,
sino que ademas presentan defectos en quimiotaxis y en la integridad de su membrana
(Schoenlein y Ely, 1989).

Por otro lado, FlaF parece actuar de manera inversa a FIbT. La funcion de FlaF es
requerida para la traduccién de algunas de las flagelinas de C. crescentus y mutantes
deficientes en esta proteina son incapaces de formar el filamento, y por lo tanto, no
pueden moverse por natacion (Schoenlein et al.,, 1992; Llewellyn et al., 2005). De
acuerdo con estos resultados, FlaF se comporta como un activador de la traduccién.

A su vez, los niveles proteicos de FIbT permanecen constantes durante todo el
ciclo celular, mientras que los niveles de FlaF varian con el mismo, coincidiendo su
patron de expresion temporal con el patrén de expresion de las flagelinas (Llewellyn et
al., 2005). De acuerdo con estos autores, el modelo postula que FIbT estaria
favoreciendo la degradacion de los ARNm de las flagelinas hasta que se completa la
construccion del gancho. Asi, se consigue evitar la traduccidon dentro de la célula de
miles de copias de flagelinas que no son necesarias en un primer momento, pero que
serdn requeridas luego para generar el filamento funcional. En este punto FlaF se
acumula, desplaza el efecto negativo de FIbT y promueve la traducciéon de las
flagelinas. Una vez ensamblado el filamento, los niveles de FlaF bajan, lo que podria
deberse a un mecanismo regulatorio mediado por protedlisis programada dependiente
del estado de formacion del flagelo (Llewellyn et al., 2005). El mecanismo de accién
mediante el cual FlaF activa la traduccion de las flagelinas, asi como los participantes
involucrados en el punto de control del gancho, aun no se conocen.

Rol de FlaF y FIbT en B. melitensis

En B. melitensis y E. meliloti el sistema regulatorio a través de FlaF y FIbT fue
caracterizado parcialmente. A diferencia del modelo descripto anteriormente, en B.
melitensis FIbT es un regulador positivo de la sintesis de flagelinas, ya que su mutacion
disminuye la cantidad de transcripto de las flagelinas y su expresion (Ferooz et al.,
2011). Por otro lado, la sobreexpresion de FlaF impide la sintesis de flagelinas, por lo
que estaria actuando negativamente sobre la estabilidad de estas proteinas (Ferooz et
al., 2011). Asimismo, FIbT de E. meliloti también es capaz de estabilizar las flagelinas de
B. melitensis, mientras que FIbT de C. crescentus no puede hacerlo.

Queda claro que en estos microorganismos las funciones de FlaF y FIbT sobre la
sintesis de las flagelinas es sustancialmente diferente, a pesar de que comparten la
una similitud de secuencia muy alta, lo que permite agruparlas en la misma familia de
proteinas.

En este trabajo de Tesis, abordaremos el analisis del rol de FlIbTs y FlaFs en la
sintesis flagelar de B. diazoefficiens USDA 110.
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V1.2 Analisis bioinformatico de FlaF y FIbT
asociadas al flagelo subpolar de B. diazoefficiens

B. diazoefficiens posee dos genes paralogos que codifican FIbT y otros dos que
codifican FlaF. Con el fin de facilitar su identificacién, hemos nombrado como fIbTs y
flaFs a los genes que se encuentran codificados en el cluster 5 del flagelo subpolar y
fIbT, y flaF, para las que se encuentran en el Unico cluster de los flagelos laterales.

De acuerdo con los resultados mostrados en los Capitulos anteriores, el modelo de
regulacién del flagelo subpolar en B. diazoefficiens se asemejaria al que se ha descripto
en C. crescentus. Por este motivo, hipotetizamos que tanto FIbTs como FlaFs podrian
actuar como reguladores de clase Ill. Recientemente, hemos descripto la funcién de
FIbT, como activador de la traduccién de las flagelinas del sistema flagelar lateral, de
manera similar a lo que sucede en E. meliloti y B. melitensis (Mongiardini et al., 2017).
Ello, sumado a la baja similitud de secuencia entre ambos pares, justificaria la falta de
complementacidn en trans entre las dos copias de fIbT (Mongiardini et al., 2017). Esto
podria deberse a una falta en la coordinacidon de la expresion de estas proteinas o a
una diferencia en el funcionamiento entre ellas.

FlaF y FIbT son proteinas muy pequeias (alrededor de 150 aminoacidos) y no
poseen dominios caracteristicos conservados de unién a ARN. Con el propdsito de
determinar si existe una diferencia en secuencia que pueda soportar la hipdtesis
planteada previamente, realizamos un estudio filogenético utilizando las dos proteinas
homodlogas a FlaF y FIbT presentes en B. diazoefficiens USDA 110. El arbol filogenético
obtenido (Figura VI.1-A) mostré que la copia de FlaFs se ubicé en el mismo grupo que
FlaF de C. crescentus (recuadros rojos), mientras que la copia FlaF, se asocié con FlaF
de B. melitensis y E. meliloti (recuadros verdes). Un resultado similar observamos con
FIbTs y FIbT, (Figura VI.1-B). Estos resultados indicarian que las copias de FlaFs y FlbTs
ubicadas en el cluster 5 tendrian funciones similares a las del modelo de C. crescentus.

Para confirmar la funcién de los reguladores FlaFs y FIbTs codificados en los genes
bll5842 y bIr5847 respectivamente, y continuar desentrafiando la cascada de
sefializacion de la sintesis del flagelo subpolar, comenzamos con la mutacion de estos
genes en B. diazoefficiens USDA 110 y la posterior caracterizacién de las cepas
mutantes obtenidas.
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Figura VI.1 — Arboles filogenéticos de FlaF (A) y FIbT (B) y homélogos con funcién
conocida. Los arboles se construyeron en MEGA X por el método Maximum Likelihood con un
bootstrap de 1000 utilizando alineamientos realizados en MUSCLE. Las abreviaturas utilizadas en los
arboles son: Bd: B. diazoefficiens, Cc: C. crescentus, Rs: R. sphaeroides, Em: E. meliloti, At: Agrobacterium
tumefaciens, Rl: Rhizobium leguminosarum, Bm: B. melitensis

V1.3 Obtencion de mutantes de B. diazoefficiens en
ﬂan yﬂng

Para la construccién del mutante en el gen flaF (blI5842), se utilizo la estrategia de
mutagénesis por doble recombinacién homdloga (Figura VI.2) utilizando la técnica
disefiada por Sukdeo y Charles (2003) y puesta a punto en nuestro laboratorio.
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Figura VI.2 - Mapa esquematico del gen flaFy genes vecinos (cluster 5) que muestra el
diseio utilizado para su mutagénesis en B. diazoefficiens USDA 110. La estrategia utilizada
consistio en amplificar la region 5" y 3" por separado del gen candidato. Los primers internos poseen una
secuencia de nucledtidos complementaria entre si que promueve su pegado para una tercera
amplificaciéon con los primers externos. De esta manera queda amplificado un fragmento con una
delecidn de la regién interna del gen. Los simbolos rayados son genes que no guardan relacion con
ningln componente flagelar.

Para obtener el pldsmido necesario para realizar la mutacién, comenzamos
amplificando por PCR dos fragmentos de ADN de ambos extremos del gen. La regién
Up (entre las bases 6.407.980 a 6.408.237) de 294 pb utilizando los primers
Up5842 FwE-Up5842 Rv y la region Dw (entre las bases 6.408.542 a 6.408.775) de
272 pb con los primers Dw5842_ Fw-Dw5842 RvH (Figura VI.4-A). Posteriormente,
utilizando los primers externos en una nueva reaccién de PCR y como molde los
productos de amplificacion de las reacciones previamente descriptos, se amplificé un
fragmento de 547 pb denominado UpDw, el cual fue clonado en pK18mobsacB
utilizando las enzimas de restriccién EcoRl y Hindlll (agregadas en los mismos primers)
dando el plasmido pKsacB::5842 (Figura VI.4-B). Esta construccion se movilizé a B.
diazoefficiens USDA 110 para obtener un mutante (siguiendo el protocolo descripto en
Materiales y Métodos) al que denominamos AflaF. Dicho mutante fue chequeado por
PCR utilizando primers externos a la zona de recombinaciédn denominados
Ext5842_ Fw-Ext5842 Rv cuyo amplicén fue de 889 pb, (Figura VI.4-C, D) y su mutacién
fue corroborada por secuenciacion.

El mutante fIbT::Km fue obtenido por el Dr. Juan Ignacio Quelas (sin publicar) y en
este caso la estrategia de mutacidn elegida fue por interrupcién de la secuencia de fIbT
(blr5847) utilizando el sitio BamHI presente en dicho gen (Figura VI.3). Dicho mutante
se obtuvo movilizando un plasmido con el gen fIbT interrumpido por el cassette Km
(denominado pG18mobLK::flbT::Km) hacia B. diazoefficiens USDA 110 para luego
buscar dobles recombinantes resistentes a Km y sensibles a Gm. A su vez, nosotros
movilizamos dicho plasmido hacia la cepa mutante AflaF, generando un doble mutante
gue denominamos AflaF-fIbT::Km.
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Figura VI. 3 - Mapa esquematico del gen fIbT (blI5847) y genes vecinos (cl/uster 5) que
muestra el diseho utilizado para su mutagénesis en B. diazoefficiens USDA 110. La
estrategia consistio en amplificar el gen por PCR y clonar en el sitio BamHI que se ubica dentro del gen,
un cassette de antibiotico que le otorga resistencia a kanamicina. Los simbolos rayados son genes que
no guardan relacidn con ninglin componente flagelar.
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Figura VI.4 - Esquema del clonado y seleccion de la cepa mutante de B. diazoefficiens
AflaF. El gréafico con el recuadro amarillo representa los pasos de clonacion para obtener el plasmido
pKsacB::5842. El grafico con el recuadro verde muestra un esquema del cromosoma de B. diazoefficiens
WT y mutante con énfasis en el gen flaF y su comprobacion por PCR (gel de agarosa. Up, Dw y UpDw
representan las PCR1, PCR2 y PCR3 de la técnica de amplificacién por PCR de Sukdeo y Charles (2003)
descripta en Materiales y Métodos (Capitulo 11.4.9). En los geles de agarosa, Mygq Yy My representan
marcadores de peso molecular de 100pb y A-Hindlll, respectivamente. s/d representa el plasmido sin
digerir. Con la letra C y un numero se indican diferentes clones chequeados por PCR durante los
chequeos (D). En el caso de digestiones se indican las enzimas de restriccion utilizadas con las iniciales
de su respectivo nombre. WT indica el control con ADN de la cepa WT y (-) el control negativo con agua.

VI.3.1 Caracterizacion de los mutantes de B. diazoefficiens en
flaFsy fIbTs

Para comenzar la caracterizacidén de los mutantes AflaF, flbT::Km y AflaF —flbT::Km
caracterizamos su crecimiento en medio liquido AG. Como esperdbamos, no se
observaron diferencias significativas en el comportamiento de las tres cepas mutantes
comparados con la cepa WT, a juzgar por las absorbancias de los cultivos DOspo en
funcion del tiempo (Figura VI.5-A). Con el fin de evaluar el rol de FlaFs o FIbTs sobre la
sintesis de los filamentos de ambos sistemas flagelares de B. diazoefficiens, se analizd
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la presencia de flagelinas en los sobrenadantes de cultivos liquidos de acuerdo con el
método descripto previamente (Capitulo II.5). En la Figura IV.5-B podemos observar
gue tanto el mutante AflaF como el doble mutante AflaF-fIbT::Km, no fueron capaces
de sintetizar flagelinas subpolares cuando fueron crecidas en cultivo liquido mientras
que el mutante fIbT::Km fue capaz de sintetizarlas al igual que la cepa WT. Este
resultado concuerda con la hipdtesis de que FlaFs seria un regulador positivo,
necesario para la sintesis de las flagelinas subpolares y que actuaria de manera similar
a como ejerce su accién su homologo en C. crescentus.

A su vez, considerando que en el mutante fIbT::Km las flagelinas subpolares se
siguen sintetizando normalmente, y asumiendo que FlaFs es un regulador positivo,
podriamos suponer que FIbTs estaria actuando como regulador negativo. Finalmente,
el doble mutante incapaz de sintetizar los dos reguladores, tampoco fue capaz de
sintetizar las flagelinas subpolares, como ocurrié en el mutante simple AflaF.

Figura VI.5 — Cinética de crecimiento (A) y perfil de flagelinas de las cepas de B.
diazoefficiens mutantes en flaFy fIbT. A. Medida de densidad dptica (DOsynm) de la cepa WT y
los mutantes en flaF y fIbT. El grafico muestra un ensayo representativo de dos réplicas bioldgicas. El
desvio estandar queda dentro de los simbolos. B. SDS-PAGE de flagelinas extracelulares de cultivos
liquidos.

VI.3.2 Efecto de la mutacion de fIbTsy flaFs sobre los niveles
de transcripcion de los genes de las flagelinas subpolares

Para corroborar si la funcion activadora de FlaFs tenia un efecto sobre los
transcriptos de las flagelinas subpolares de B. diazoefficiens y evaluar si efectivamente
FIbTs actuaba como represor sobre estos mismos transcriptos, realizamos ensayos de
gRT-PCR. Para ello, disefilamos primers especificos para cada uno de los ORF que
codifican las cuatro flagelinas que forman el filamento subpolar. Dada la gran similitud
nucleotidica en la secuencia codificante de los genes de las flagelinas fliC2, fliC3 y fliC4
disefiamos primers que hibridaran en la region 5'UTR de cada una de ellas (Tabla VI.1y
Anexo Figura AVI.1).
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Tabla VI.1 — Porcentaje de similitud de secuencia nucleotidica y aminoacidica
entre las cuatro flagelinas subpolares.

nucledtidos aminodcidos
flicz  flic3 flic4 Flic2 Flic3 Flica
flici 73 % 73 % 73%  FliC1 74% 73% 74%
flic2 93 % 93%  Flic2 94% 94%
flic3 97 %  Flic3 98%

El mutante AflaF presentd una disminucion de los niveles de transcripto de las
flagelinas fliC234 con respecto a la cepa WT. En cambio, los niveles de ARNm de fliC1
permanecieron sin variaciones significativas. Por otro lado, el mutante fIbT::Km
presentd un aumento de fliC234, confirmando asi su accidon negativa sobre estos
ARNm. Nuevamente, los niveles de transcripto de fliC1 permanecieron constantes en
este mutante. Pareceria entonces que el nivel de ARNm de fliC1 (la copia que
comparte menor similitud de secuencia con las restantes) es diferente e independiente
del control jerarquico que sucede sobre los otros tres genes que codifican flagelinas
subpolares.

Confirmada la funcion negativa de FIbTs sobre los niveles de ARNm de los genes
codificantes de las flagelinas subpolares fliC234, podriamos suponer que la ausencia de
estas flagelinas en el mutante AflaF (Figura VI.5-B) no se debia Unicamente a la funcién
negativa de FIbTs, dado que en el doble mutante AflaF-flbT::Km tampoco fueron
sintetizadas (Figura VI.5-B). Esto indica que el regulador FlaFs podria no solo tener una
funcién regulatoria positiva sobre los transcriptos, sino que ademds podria ser
necesario para activar la traduccién.

Tabla VI.2 - Medidas de qRT-PCR de los cuatro genes que codifican flagelinas
subpolares sobre los mutantes en los reguladores de clase Il de B.
diazoefficiens. Los datos se encuentran representados como el promedio del foldchange
de dos ensayos independientes.

AflaF fIbT::Km

flica SC sC

flic2 2,3+0,8 58+3,8
flic3 2,7£03 2,60,
flica 6,1%+55 3,5+0,6

SC (sin cambios significativos).
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V1.3.3 Efecto de la mutacion de fIbTsy flaFs sobre la movilidad
bacteriana

Con motivo de evaluar funcionalidad de los flagelos en las cepas mutantes,
realizamos ensayos de natacidon en medio semisdlido.

Como esperabamos, se observé una disminucién de la movilidad de los mutantes
OAflaF y OflaF-fIbT::Km, producto de la incapacidad de ambas cepas de sintetizar
flagelinas subpolares. Por otro lado, el mutante fIbT::Km nadd igual que la cepa WT,
por lo que la falta de este regulador no pareceria afectar la sintesis y funcionalidad de
ninguno de los dos sistemas flagelares (Figura VI.5-B).

Llamativamente, se observé una diferencia de natacién entre la mutante AflaF y el
doble mutante AflaF-flbT::Km. Si bien ambas cepas carecen de flagelinas subpolares, la
doble mutante presentd un halo de natacidn significativamente mayor que la mutante
simple AflaF (Figura VI.5-B).

Esta observacién motivé que realizdramos una purificacion de flagelinas de estos
mutantes, pero esta vez nadando en placas de agar semisolido (Figura VI.6). Asi, en la
cepa WT se vieron claramente las dos bandas caracteristicas de las flagelinas
subpolares y también las laterales, pero en el mutante AflaF sélo se observé la
presencia de flagelinas laterales (al igual que en los cultivos liquidos). El doble mutante
presentd, ademds de las bandas correspondientes a las flagelinas laterales, una
pequeiia banda a la altura de las flagelinas subpolares. Ello podria indicar que la cepa
mutante AflaF-flbT::Km presentaria filamentos correspondientes al flagelo subpolar, lo
cual podria explicar su mayor capacidad de natacidon con respecto a la cepa AflaF
(Figura VI.5-A). Resta confirmar esta hipétesis por microscopia electrdnica.
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Figura VI.6 —Perfil de flagelinas (A) y ensayos de movilidad en agar semisélido (B) de las
cepas mutantes de B. diazoefficiens en flaF y fIbT A. SDS-PAGE de flagelinas extracelulares
extraidas de placas de natacion. B. Foto representativa de placas de natacién en agar semisélido a los 15
dias. Los halos de natacidn de tres réplicas técnicas fueron registrados en funcién de los dias y graficados
con el desvio estandar. Estos ensayos fueron repetidos en dos oportunidades.

Con el fin de verificar si esta mayor capacidad de natacién se debia a la formacién
de un filamento subpolar funcional (aunque menos eficiente), realizamos una delecién
de los genes codificantes de las flagelinas laterales (lafA12) de manera de
independizarnos del aporte de este sistema flagelar en la natacion en agar semisélido.
De esta forma, obtuvimos los mutantes dobles AlafA-AflaF y el mutante triple AlafA-
AflaF-flbT::Km. Como control se utilizd la cepa WT que posee ambos sistemas intactos
y una cepa carente de las flagelinas laterales denominada AlafA (Figura VI.7).

Figura VI.7 — Ensayo de movilidad en agar semisélido de mutantes de B. diazoefficiens
carentes de flagelinas laterales y de los genes flaFy fIbT. Fotos representativas de un ensayo
de natacidn en agar semisolido.
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Sorpresivamente, encontramos que tanto el mutante doble AlafA-AflaF como el
mutante triple AlafA-AflaF-flbT::Km no fueron capaces de moverse. Por tal motivo,
suponemos que la banda observada en el gel SDS-PAGE del doble mutante AflaF-
fIbT::Km (Figura VI1.6-B) podria corresponder a las flagelinas subpolares pero éstas no
serian capaces de ensamblarse formando un filamento funcional.

Como habiamos determinado en el Capitulo V, la ausencia del flagelo subpolar
induciria un aumento en la expresién del sistema de flagelos laterales, tanto si se
mutan los genes de las flagelinas subpolares (fliC1234) como si se delecionan los genes
que codifican reguladores de clase Il (mutantes AfIbD y fliX::Km). La diferencia en la
capacidad de natacion entre las cepas AflaF y AflaF-flbT::Km podria deberse entonces a
un efecto similar, de regulacién cruzada entre ambos sistemas y por lo tanto la
diferente capacidad de natacidon se deba a una diferencia en los niveles de expresion
del sistema de flagelos laterales.

A raiz de este ultimo resultado, decidimos medir los niveles de transcripto del
regulador maestro del flagelo subpolar lafR a través de qRT-PCR, el mutante AflaF no
mostré cambios significativos (foldchange: -1,03) a diferencia de las cepas mutantes en
reguladores de clase Il. Al momento de esta tesis, aun resta medir los niveles de lafR
en el mutante AflaF-flbT::Km para determinar si los mismos se encuentran
aumentados en esta cepa.

VI.3.4 Composicion del filamento del mutante de B.
diazoefficiens en fIbT::Km

Hasta el momento, sabemos que el mutante fIbT::Km posee aumentados los
niveles de transcripto de las flagelinas fliC234. A su vez, este cambio no produjo una
diferencia fenotipica apreciable respecto a su capacidad de natacidn en medio
semisélido. Sin embargo, el cambio en los niveles de transcripto de estas flagelinas en
fIbT::Km podria verse traducido en una modificacion de la composicion del filamento
del flagelo subpolar. Para analizar esto, se realizaron extracciones de flagelinas a partir
de cultivos liquidos de la cepa WT y el mutante fIbT::Km a DOsqy similares y se
sembraron iguales cantidades de muestra en un gel SDS-PAGE. Las bandas
correspondientes a las flagelinas subpolares de la cepa WT y mutante fueron
analizadas en el CEQUIBIEM (Centro de Estudios Quimicos y Bioldgicos por
Espectrometria de Masas) mediante espectrometria de masas. Ver Materiales y
Métodos para mas detalles.

La metodologia consistié en cuantificar la cantidad de veces que se identifica un
péptido determinado correspondiente solamente a cada una de las copias de flagelinas
subpolares (Quelas et al., 2016a). En la Tabla VI.3 se muestra la cantidad y secuencia
de los péptidos Unicos para cada flagelina subpolar luego de una digestion triptica in
silico de las mismas. Dado el alto grado de similitud de secuencia aminoacidica entre
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las cuatro flagelinas, sélo existen entre 5 y 9 péptidos Unicos que nos permiten

Carolina Dardis

identificar a cada una de ellas.

La cantidad de péptidos unicos (Peptide Spectrum Matches o PSM) detectados
fueron relativizados en funcién de la suma de todos de los péptidos Unicos de las
cuatro flagelinas subpolares detectados (Tabla VI.4). Como resultado de este analisis
encontramos que las cantidades relativas de FliC1 y FliC4 permanecieron inalterables
en la cepa WT respecto de la mutante fIbT::Km. Por otro lado, FliC2 se encontro tres
veces mas representada en la cepa mutante comparado con la cepa WT y de manera
opuesta, la flagelina FliC3 se encontré dos veces menos representada en la cepa
mutante que en la cepa WT (Tabla VI1.4). Este analisis es preliminar, ya que solo fue

realizado sobre una Unica réplica bioldgica.

Tabla VI.3 — Secuencias de péptidos Unicos para cada flagelina. La Tabla muestra los
péptidos diferenciales para cada copia de flagelina obtenidos de una digestidn triptica.

Flagelina

Flicl

Flic2

FIiC3

FliC4

Secuencia de péptidos unicos

VNTALDNPTNFFTAQGLDNR
SEGSALGSNLSIVQVR
ATVNDVLSAIDLASGVK
SNVSTTIPGATPADLR
STTAGSLGTLVQDGSTLNIDGHTITFK
KVNTALDNPTNFFTAQGLDNR
ASDISNLLDGINNGVQVLQAANTGITSLQK
QNLLSLQSTADLLATTQER
VLTSLNAASSTLR

SEASSLGSNLSVVQIR

ALGLTTSTGAGNATVNVNR

SSLNITGVTYNSK

VLTNLNAASSTLR

TSGIGGIAGK
NAPIPGSTGAPSVPSGYGASGNILTDGNGNSTVYLQAGTVNDVLK*
LVFDETGKSSLNITGVTYNSK*

GLGLAALTGGVDFIDNAATNK

SEASSLGSNLTIVQVR
ASLVNQYNNILNQIDSTSQDSSFNGVNLLNGDQLK"
VLTNLNSASSTLR"

QNLLSLQSTADLLATTQSR"

GLGLAALTSGVDFIDNAATNK
SLINVLQTGSSNLTLADTNTEAANSQALSTR
SEASSLGSNLSVVQVR
SNVSATISGATAADLR
SEASSLGSNLSVVQVRQDFNK
VLSNLNAASSTLR

Con asterisco (*) y en negrita se marcan los péptidos que no pudieron ser identificados en la cepa

mutante fIbT::Km pero si en la cepa WT. Con una cruz ) y en negrita se marcan los péptidos que
no pudieron ser identificados en la cepa WT pero si en la mutante.
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Tabla VI.4 - Cantidades relativas de flagelinas en el filamento subpolar en la cepa WT
y fIbT::Km. La Tabla muestra la cantidad de veces que se detectaron péptidos Unicos (PSM) de cada
flagelina subpolar para la cepa WTy fIbT::Km. A su vez, se muestran los porcentajes de cada una de las
flagelinas con respecto al total de los péptidos detectados en cada cepa.

Flicl FliC2 FliC3 Flic4 Totales
PSM WT 64 16 47 180 307
PSM fIbT::Km 46 36 19 141 242
(%)PSM FlicX/ Totales WT 21% 5% 15% 59%
(%)PSM FliCX/Totales flbT::Km 19% 15% 8% 58%

De los tres transcriptos de flagelinas que mostraron regulacién a través de FlbT,
sélo FliC2 correlaciond, el aumento de ARNm con una mayor proporcidon de esta
flagelina particular en la constitucién del filamento (Tablas VI.2 y VI1.4).

Si bien esta metodologia nos permitié tener una idea de cudl seria la proporcién
de cada una de las flagelinas presentes en el filamento de cada cepa, el resultado
obtenido no resulta concluyente. En los casos donde se detectaron menores
cantidades de flagelinas (para el caso de la cepa WT péptidos de FliC2 y para el caso de
la cepa fIbT::Km péptidos de FIiC3) existieron algunos péptidos Unicos que no pudieron
ser identificados (Tabla VI.3), lo que nos indica que los péptidos uUnicos de cada
flagelina no fueron detectados en iguales proporciones. Esto se debe a que la
identificacidon de cada péptido en el equipo utilizado depende de sus caracteristicas
fisicoquimicas. Para lograr una cuantificacion mas precisa del conteindo de falgelinas
en la composicion del falgelo planteamos, en un futuro, modificar levemente el
experimento. Dentro de las modificaciones, se intentaran identificar aquellos péptidos
Unicos que respondan a una diferencia de concentracion de manera que sirva como
péptido patrén. Una vez establecidos estos péptidos se realizardn nuevamente las
medidas correspondientes. Esta variacion en el método de cuantificacién no pudo
realizarse hasta el momento por cuestiones de tiempo y financiamiento.

VI.3.5 Posible rol de FIbTs en la regulacion de otros
transcriptos independientes de los sistemas flagelares

Efecto de FlaFs y FIbTs sobre la producciéon de EPS

Como mencionamos anteriormente, la mutacion de fIbT en C. crescentus no
genera simplemente un defecto de la cepa mutante en su capacidad de formar un
filamento funcional, sino que se encuentra involucrado en otros procesos como son la
quimiotaxis, la sensibilidad al fago @Cbk y en la integridad de la membrana (Schoenlein
y Ely., 1989; Schoenlein et al., 1992).

Cuando observamos las cepas mutantes en los reguladores de clase Ill en placas
YEM con Rojo Congo encontramos diferencias fenotipicas en las colonias. El mutante
fIbT::Km presenté colonias mucosas y su capacidad de unir el colorante fue menor que
la cepa WT (Figura VI.8-A). Para confirmar si efectivamente el mutante fIbT::Km poseia
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aumentada su capacidad de sintetizar EPS, realizamos un ensayo de cuantificacion de
azucares reductores en fase estacionaria. Asi, la cepa fIbT::Km y el doble mutante AflaF
fIbT::Km fueron capaces de producir mayor cantidad de EPS en medio PSY-ara (20% vy
30% mas produccidon comparado con la cepa WT), mientras que la cepa AflaF sintetizo
16% menos EPS comparado con la cepa WT (Figura VI.8-B).

Figura V1.8 — Produccion de EPS en los mutantes de B. diazoefficiens en flaFy fibT. A.
Ensayo de unidn a Rojo Congo de los mutantes AflaF y flbT::Km y doble mutante referidos a la cepa WT.
Las medidas fueron realizadas por triplicado. Las fotografias muestran las colonias crecidas en placas
YEM con el colorante. B. Cuantificacidn del EPS producido en fase estacionaria de crecimiento en medio
liguido PSY-ara. El analisis estadistico fue realizado sobre tres réplicas bioldgicas con tres réplicas
técnicas utilizando ANOVA con p=0,05.

Posibles genes target de FIbTs

Dado que FIbT se une a la regidon 5 no traducida (5'UTR) de los transcriptos de las
flagelinas cambiando su conformacidon y ocultando el sitio de uniéon a ribosomas
(Anderson y Gober, 2000) en C. crescentus, realizamos modelados en Mfold de las
regiones 5" UTR de las cuatro flagelinas subpolares de B. diazoefficiens USDA 110. A
partir de este andlisis, encontramos tres posibles estructuras secundarias para fliC1 (la
gue escapa la cascada de regulacion), cuatro para fliC2, una Unica conformacién para
fliC3 y cinco conformaciones para fliC4. Todas ellas presentaron un valor de AG similar
(que vario entre -41 y -28, ver Anexo Figura AVI.2). Dado que esta informacidn no fue
suficiente para identificar algun posible patrén estructural diferencial entre los ARNm
de los genes fliC1 y fliC234, decidimos buscar si existia una secuencia consenso en la
region 5"UTR Unica para los tres genes de aquellas flagelinas reguladas (fliC234), y que
a su vez no se encontrara presente en fliC1. Mediante un alineamiento entre los inicios
de la transcripcion y el coddn de inicio de la traduccion, encontramos la secuencia
conservada CCAGAAGGGTAA (Figura VI1.9).
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Alineamiento 1

£f1iC2 TCACTCG-—--—-————-- ATCCGAAGCGATCGAA---CGAAGACGCGTAAGCCAGAAGGGTAAGAGTC--ATG

£f1iC3 ——==——————————- CGATTAATCCTAATCGAAGTTTGTTGCGTTGCGTACCAGAAGGGTAACACTCA-ATG

£f1iC4 TCGCTGGGTCAATCTCGATCCAAGCAGACGCGTAACAGTAGCGTCGTTTACCAGAAGGGTAACAGAGTCATG
* % * * * * *hkkhkkkhkkkrkhkkkkhx | %

Alineamiento 2

f1iCl -GACTCGCCAAAAGCCCGCTTTCGAGACCGCGCGGCCGA-T--TCG---TATCCGGTTCA---AGAGGAN---—-—-- ATG
f1iC2 TCACTCGATCCGA-AGCG--ATCGA----ACGAAGACGCGTAA-———————————=—— GCCAGAAGGGTANGAGTC--ATG
f1iC3 —-—--—-- CGATTAAT-CCTA--ATCGA----A-GT--—--—--—- TTGTTGCGTTGCGTACCAGAAGGGTANCACTCA-ATG

f1iC4 TCGCTGGGTCAAT-CTCG--ATCCA----A-GCAGACGCGTAACAGTAGCGTCGTTTACCAGAAGGGTAACAGAGTCATG

* *x  * * * *k Kk KA

Figura VI.9 - Alineamientos de las regiones 5" no traducidas (5°'UTR) de los genes que
codifican las flagelinas subpolares. El primer alineamiento fue realizado utilizando la secuencia
5'UTR de los tres genes que codifican flagelinas subpolares con mayor porcentaje de similitud. El
recuadro rojo muestra la secuencia consenso conservada entre ellas. El segundo alineamiento se realizé
con las regiones 5°UTR de las cuatro copias.

Para averiguar si la secuencia consenso encontrada sobre la regiéon 5'UTR de las
flagelinas, también se encuentra en algiun otro gen (como por ejemplo alguno
relacionado con la sintesis de EPS), realizamos una busqueda de esta secuencia
consenso sobre el genoma de B. diazoefficiens a través del servidor MAST. La
secuencia fue encontrada en tres genes (excluyendo los tres de las flagelinas) aunque
la misma no fue identificada en regiones 5'UTR de los mismos. Identificamos el gen
bll4288 (que codifica un regulador de respuesta de sistema de dos componentes
perteneciente a la Superfamilia CheY), el gen blr0540 (que codifica TypA o BipA:
GTPasa de membrana involucrada en respuesta a estrés) y el gen bll6450 (que codifica
una proteina de transporte periplasmatico tipo ABC de nitrato/ sulfonato/
bicarbonato), pero ninguno de ellos se encontré directamente relacionado con la
produccién de EPS.

Para analizar si FIbTs estaria regulando la traduccién de alguna de estas proteinas
mencionadas previamente, observamos la integridad de la membrana utilizando el
detergente SDS. Esto fue realizado dado que BipA (cuyo transcripto contendria la
secuencia consenso encontrada para FlbTs) es importante para la respuesta a
diferentes estreses entre los que se encuentra la resistencia a detergentes (Starosta et
al., 2014). Ademas, en C. crescentus también se encuentra reportado que mutantes en
fIbT poseen afectada la integridad de la membrana (Schoenlein y Ely 1989).

Si bien el ensayo de sensibilidad a SDS fue realizado una sola vez, la cepa fIbT::Km
fue capaz de resistir mas la accién del detergente comparado con la cepa WT (Figura
VI.10).
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Figura VI.10 — Halos de inhibicién de crecimiento en placas de Petri utilizando discos de
papel embebidos con SDS. A la izquierda se muestra una foto a tiempo final de los discos sin
detergente (arriba) y con SDS 5% (abajo). A la derecha se muestran los promedios de los halos de
inhibicidn.

V1.4 Conclusion y perspectivas

A raiz de los resultados mostrados en este Capitulo hemos podido determinar que
FlaFs actua positivamente sobre los niveles de ARNm de las tres flagelinas fliC234,
siendo ademds necesaria para la correcta sintesis del filamento. Por otro lado,
encontramos que FIbTs regula negativamente los niveles de ARNm de las flagelinas
fliC234. Los niveles de ARNm de fliC1 en cambio, no responden a ninguno de estos dos
reguladores. Esta flagelina podria encontrarse sélo bajo la acciéon de CtrA, como ocurre
con algunas flagelinas en el modelo de C. crescentus (Ardissone y Viollier, 2015).

De los dos modelos regulatorios estudiados hasta el momento, pareceria que FlaFs
y FIbTs actian de manera similar al modelo de C. crescentus (Smith y Hoover 2009).
Una diferencia importante con este modelo es que la mutacién de FIbTs en B.
diazoefficiens aun permite la formacidon de un flagelo funcional. El filamento podria
tener modificada la proporcion de flagelinas que lo conforman, aunque este cambio no
afectaria su sintesis y funcionalidad. Para verificar esta hipdtesis es necesario analizar
nuevamente las flagelinas que conforman el filamento subpolar con la nueva
metodologia propuesta.

Por otro lado, el sistema FlaF, y FIbT, en B. diazoefficiens pareceria asemejarse al
sistema descripto en B. melitensis (Mongiardini et al., 2017). Un dato que soporta esta
hipdtesis es que la delecion de FlaFs no genera un filamento funcional y por ende FlaF,
no seria capaz de reemplazar la funcién de FlaFs. Este mismo efecto se observa cuando
se deleciona FIbTy, y la falta de flagelos laterales no puede ser evitada por la presencia
de FIbTs (Mongiardini et al., 2017).

Para continuar la caracterizacion del mecanismo de accion de FlbTs y FlaFs sobre
los niveles de ARNm de las flagelinas nos resta realizar ensayos de retardo utilizando
diferentes fragmentos de ARN de la regiéon 5° no traducida para comprobar
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efectivamente que estas proteinas son capaces de unirse a los ARNm, y determinar si
la secuencia conservada CCAGAAGGGTAA es efectivamente necesaria para el
reconocimiento de estos reguladores.

FIbTs ademds podria estar involucrada en la regulacién de otros ARNm ademas de
las flagelinas, afectando otros procesos celulares como por ejemplo la produccién de
EPS, la integridad de la membrana e incluso participando de la regulacién cruzada
entre los dos sistemas flagelares.
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VI.5 Anexo

Carolina Dardis
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Carolina Dardis

Figura AVI.1 -Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de las cuatro flagelinas
subpolares de la secuencia codificante y la region 5° no codificante. En rojo se
encuentra marcado el coddn de inicio de la secuencia codificante.
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flict1

dG=-34,59 dG=-34,26 dG=-33,77

flic2
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flic3

flic4

Figura AVI.2 - Prediccion de estructura secundaria de las regiones 5’"UTR de los genes
que codifican flagelinas subpolares.
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Figura AVI.3 — Organizacion gendémica de los genes que poseen la secuencia consenso
CCAGAAGGGTAA. En gris se encuentran resaltados los genes que poseen la secuencia consenso.
citB codifica un regulador transcripcional para la fermentacién de citrato. bll4288 codifica un regulador
de respuesta perteneciente a CheY superfamily. bae$S codifica una histidin quinasa multidrug-efflux. bipA
codifica una GTPasa que participa de la respuesta a estrés. tauABC codifican el sistema de transporte

tipo ABC. acd: acetil-CoA deshidrogenasa.
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VII.1 Introduccién

Como mencionamos en la Introduccion, el c-di-GMP es una molécula pequeia que
actla como segundo mensajero en la sefalizacion de diversos procesos celulares,
entre los que se encuentran la movilidad y la formacion de biofilms (Jenal et al., 2017).

Los cambios en la concentracidon de c-di-GMP modifican considerablemente la
capacidad de movimiento de las bacterias. En general, un aumento en la concentracién
de este segundo mensajero sirve de sefial para disminuir la movilidad bacteriana y
promover la formacidn de adhesinas y EPS para la formacion de biofilms, favoreciendo
el paso al estado de vida sésil (Hengge, 2009). El c-di-GMP es capaz de modular la
capacidad de movimiento bacteriano a través de diversos mecanismos: aumentando,
disminuyendo o frenando por completo la velocidad de rotacién del filamento, o
modificando la frecuencia de tumbos para promover cambios de direccidn (Blair et al.,
2008; Paul et al., 2010; Belas, 2014). Estos efectos son reversibles y le permiten a la
bacteria estar preparada en caso de que perciba la necesidad de realizar un cambio al
estado de vida sésil o continuar en estado planténico. El c-di-GMP también influye
sobre otros procesos como la regulacién de la sintesis flagelar (mediante interaccién
con reguladores de la cascada de sintesis flagelares) e incluso la eyeccion del flagelo
mediante interaccién con proteinas de la estructura (Aldridge y Jenal, 1999; Ozaki et
al., 2009; Krasteva et al., 2010; Baraquet y Harwood, 2013). Ejemplos de cada uno de
estos mecanismos nombrados fueron detallados en el Capitulo 1.5.2.

Ademas de estar involucrado en la movilidad, el c-di-GMP regula otros procesos
muy diversos como el ciclo y desarrollo celular, expresion de factores de virulencia,
secrecién de sustancias y respuesta a estreses, entre otros (Hengge, 2009; Dahlstrom y
O'Toole, 2017). La variedad de procesos en los que participa esta molécula hace que su
estudio sea muy complejo. Los rizobios son unas de las bacterias que presentan mayor
cantidad y variedad de proteinas involucradas con esta via de seializacion. E. meliloti
posee 21 proteinas con dominios relacionados con c-di-GMP, mientras que B.
diazoefficiens posee alrededor de 54 (Gao et al., 2014). A continuacién, mostramos un
analisis in silico de las proteinas involucradas en este proceso de sefializacién en B.
diazoefficiens USDA 110. Ademas, mediante dos aproximaciones diferentes (aumento
de la concentracién de c-di-GMP intracelular o mutagénesis sitio-dirigida de genes
codificantes de proteinas con actividad DGC o PDE), estudiamos el efecto del c-di-GMP
sobre los sistemas flagelares de nuestra especie modelo.
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VIIL.1.2 Analisis bioinformatico de proteinas relacionadas con
la via de sefializacion a través de c-di-GMP en B. diazoefficiens
USDA 110

Una primera aproximacion para la identificacion de todas las proteinas
relacionadas con la via de sefalizacion del c-di-GMP fue realizada por Gao vy
colaboradores (2014) a partir de la busqueda de proteinas con dominios caracteristicos
conservados en seis rizobios diferentes (M. loti, R. etli R. leguminosarum,
Sinorhizobium fredii, E. meloti y B. diazoefficiens). En dicho trabajo identificaron 54
proteinas relacionadas con la via de sefalizacién mediada por c-di-GMP, las cuales se
listan en la Tabla VII.1 Alli se detallan 12 proteinas DGC que poseen solamente el
dominio caracteristico (GGDEF), 23 proteinas que poseen dominios conservados de
sintesis (GGDEF) y de degradacion (EAL) y que por lo tanto podrian actuar como DGC
y/o PDE, 7 proteinas PDE con dominios de degradacién de c-di-GMP (4 con el dominio
EAL y 3 con HD-GYP) y al menos 12 proteinas efectoras capaces de unir c-di-GMP con
dominio PilZ (Gao et al., 2014). Las proteinas con dominios PilZ no son las Unicas
proteinas efectoras capaces de unir c-di-GMP. Algunas de ellas poseen dominios de
sintesis (GGDEF) o de degradacion (EAL/HD-GYP) degenerados, otras son capaces de
unir c-di-GMP en dominios tipo AAA+ y también se han descripto ARNm riboswitches
capaces de responder a este segundo mensajero (Jenal et al., 2017). Esto quiere decir
gue las proteinas listadas en la Tabla con dominio PilZ no serian las Unicas proteinas
efectoras involucradas en este proceso de seiializacién.

A partir del andlisis realizado por Gao y col. (2014), se encontraron Unicamente
cuatro proteinas presentes en B. diazoefficiens (BII5123, BII1502, BlI2394 y BIr5568)
conservadas en los seis rizobios analizados. Esto demuestra que cada uno de estos
rizobios posee sus propias proteinas participantes de este proceso de sefializacion. Por
esta razén, nos preguntamos qué sucede con el grado conservacién las 54 proteinas
relacionadas con la sefializacién mediada por c-di-GMP en otras cepas relacionadas a
B. diazoefficiens USDA 110. Para el andlisis elegimos tres cepas de B. diazoefficiens
(USDA 110, USDA 122 y SEMIA 5080), dos cepas de B. japonicum (SEMIA 5079 y USDA
6) y una cepa de B. elkanii (USDA 76). Asi, encontramos que la mayoria de las proteinas
se mantienen conservadas con un alto porcentaje de similitud (entre 80%-100%). Sin
embargo, seis de ellas parecen encontrarse solo en B. diazoefficiens. De estas seis
proteinas encontramos una con dominio GGDEF (BII6704), cuatro con los dominios
GGDEF-EAL (BIl6496, BII6545, BIr2589, BIr8000) y una con dominio PilZ (BII6705). Esto
podria indicar que existirian proteinas particulares participantes del proceso de
sefializacion mediado por c-di-GMP en cada género de Bradyrhizobium. Para confirmar
esta hipotesis resulta necesario extender el andlisis con otras cepas de
Bradyrhizobium.
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Tabla VII.1 - Grado de conservacion de proteinas de la via de senalizacion de c-di-GMP
de Bradyrhizobiumy en otras especies de rizobios. La Tabla muestra las proteinas que poseen
dominios conservados DGC, PDE y proteinas efectoras en B. diazoefficiens USDA 110 y su porcentaje de
similitud aminoacidica con otras cepas y especies en escala de grises (- - 89-80 % 79-65
%).

Especie y cepa

Q

Dominios B Bj Be

110 122 5080 5079 6 76

BIl1362
Bl11500
BlI2326
BII3041
Bll4347
Bll4961
Bll5123
BllI6704
BII7113
Bll7340
Bll0624
Blr2401

BI0596
BI0882
BI0891
BI0955
BIl1502
Bll2394
BII5542
BII5864
Bll6124
BII6496
BIl6545
GGDEF-EAL Bll6547
BI7107
BI7151
BI7580
BII8156
BIl0364
BIr0951
BIr2589
Blr4064
BIr4813
BIr6231
BIr8000

BIr0402
BIr1551
Blr1644
BIr7477

GGDEF

EAL

.
-
.
.
r

HD-GYP BIr0842
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BI12340
BII4192

BII0755
Bll2448
Bll4193
Bll4394
Bll4503*
BII6705
BIr5568
BIr5767*
BIr7685
Bsl0098
Bsr0173
Bsr0662*

Abreviaturas: B. diazoefficiens (Bd), B. japonicum (Bj), B. elkanii (Be).

Las proteinas resaltadas en negrita indican que existen mutantes de B. diazoefficiens en nuestro
laboratorio que no las sintetizan. Las proteinas que se encuentran conservadas en
Bradyrhizobium y en algunos de los rizobios estudiados por Gao se encuentran subrayados. Con
asterisco se marcan los genes con secuencia PilZ ambigua.

Pilz

Dada la redundancia de proteinas relacionadas con la via de sefializacién mediada
por c-di-GMP y la capacidad de las mismas de actuar como pares DGC-PDE (o en
cascada) sobre un mismo pool de c-di-GMP (Lindenberg et al., 2013), el abordaje
mediante mutagénesis resulta complejo (Boehm et al., 2010; Newell et al.,, 2011;
Schéaper et al., 2016). En algunos microorganismos se ha desarrollado una estrategia
para estudiar la via de sefializacién de c-di-GMP que consiste en la obtencion de un
mutante multiple en todas las DGC, que suelen denominarse DGC cero (DGCO0). De esta
manera, se logra generar una herramienta sumamente Util para estudiar la expresién
individual de cada una de las proteinas con posible actividad DGC y su efecto neto en
determinados fenotipos (Newell et al., 2011; Castro et al., 2015; Schéaper et al., 2016).
Este mismo abordaje en B. diazoefficiens insumiria gran cantidad de tiempo y recursos,
dada la gran cantidad de proteinas con posible actividad DGC (35 en total). Sin
embargo, en bibliografia también se encuentran estudios mediante mutagénesis de
ciertos genes individuales que codifican una DGC o PDE, los cuales presentaron
fenotipos de menor movilidad o formacion de biofilms (Boehm et al., 2010; Petersen et
al., 2011). Debido a ello, en el laboratorio hemos comenzado a realizar mutantes en
algunas proteinas que podrian estar involucradas en el proceso de sefializacién
mediada por c-di-GMP en B. diazoefficiens y que podrian estar afectando la movilidad
dependiente de flagelos (marcados en negrita en la Tabla VII.1).

Para comenzar el abordaje del estudio del c-di-GMP sobre la movilidad en B.
diazoefficiens decidimos analizar el efecto que causa el aumento de la cantidad total
de c-di-GMP intracelular mediante la expresion heterdloga de ciclasas descriptas en
otros microorganismos.
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VII.2 Expresion heterdloga de ciclasas

Para comenzar este estudio, realizamos la expresién de dos DGC heterdlogas
conocidas. Estas enzimas tienen funciones relacionadas con la modulacién de la
movilidad y la formacién de biofilms en los microorganismos donde fueron descriptas.
Una de ellas es una ciclasa tipo TpbB (PA1120) de P. aeruginosa que, luego de ser
fosforilada, aumenta los niveles de c-di-GMP generando mayor producciéon de EPS,
mayor numero de adhesinas e inhibiendo la movilidad por swarming (Ueda y Wood,
2009). La copia del gen tpbB fue cedida por el Dr. Federico Sisti (miembro del
laboratorio VacSal de nuestro Instituto). Otra de las ciclasas que utilizamos fue la
ciclasa modificada PleD* de C. crescentus. Esta proteina es importante tanto para la
progresién del ciclo celular como para la diferenciacion morfolégica en esta bacteria
(Hecht y Newton 1995, Jenal et al., 2017). En C. crescentus, la actividad de PleD se
encuentra activada o reprimida por fosforilacion en cada polo bacteriano, generando
zonas con diferentes concentraciones de c-di-GMP durante la divisidon asimétrica. Esta
sefial es fundamental para lograr la eyeccién del flagelo y la formacion del stalk, el cual
le permite adherirse a la superficie e iniciar un nuevo proceso de divisién. Esta misma
sefial, pero de manera inversa se produce en la célula hija, en cuyo polo se origina la
formacién del flagelo antes de finalizar la division celular (Jenal et al., 2017). En el
laboratorio contamos con un plasmido cedido por el grupo del Dr. Juan Sanjuan de la
Estacion Experimental del Zaidin (Granada, Espafia) y utilizado por este grupo en la
caracterizacion de diversas especies bacterianas (Pérez Mendoza et al., 2014; Romero-
Jiménez et al., 2015). Se sabe que su sobreexpresién aumenta la produccion de EPS,
induce a la formacién de biofilms, disminuye la movilidad y genera defectos en la FBN
(Pérez Mendoza et al., 2014; Romero-Jiménez et al., 2015). Este vector lleva clonado
una copia del gen pleD* de C. crescentus que posee su actividad aumentada dado que
no requiere ser fosforilada para su activacion (Paul et al., 2004).

VIIL.2.1 Construccién de cepas que expresan PleD* y TpbB

Para comenzar con la expresién de las ciclasas mencionadas en B. diazoefficiens,
se clonaron los genes heterdlogos (tpbB y pleD*) en un vector replicativo en este
rizobio. Elegimos para ello el vector pFAJ1708, el cual es replicativo y estable, aln en
ausencia de antibidtico. El gen tpbB fue clonado utilizando las enzimas BamHI-Sacl
presentes en los primers disefiados para tal fin obteniendo el plasmido pFAJ::tpbB.
Para la expresion de pleD*, el gen fue subclonado a partir del plasmido pJBTc19::pleD*
(Pérez-Mendoza et al., 2014) utilizando los sitios de restriccion Xbal y EcoRI. Ambas
construcciones fueron chequeadas por digestion y posterior secuenciacion. Cada
plasmido fue transferido separadamente por conjugacion a la cepa WT, dando como
resultado las cepas Bd-pFAlJ::tpbB y Bd-pFAl::pleD* (Figura VII.1y VII.2).
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Figura VIl.1 — Esquema del clonado y seleccion de la cepa de B. diazoefficiens que
expresa tpbB de P. aeruginosa. El grafico con el recuadro amarillo muestra el clonado para la
obtencion del plasmido pFAlJ::tpbB y el grafico con el recuadro verde muestra el chequeo para la
obtencion de la cepa Bd-pFAl::itpbB. PA1120 representa el gen tpbB de P. aeruginosa. En los geles de
agarosa, Mg Y M, indican los marcadores de peso molecular de 100 pb y A-Hindlll, respectivamente.
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Figura VII.2 — Esquema del clonado y seleccion de la cepa de B. diazoefficiens que
expresa pleD*de C. crescentus. E| grifico con el recuadro amarillo muestra el clonado para la
obtencion del plasmido pFAl::pleD* y el grafico con el recuadro verde muestra el chequeo para la
obtencion de la cepa Bd-pFAl::pleD*.En el gel de agarosa, M,, indica el marcador de peso molecular A-
HindlIl. las digestiones se indican con las iniciales de las enzimas de restriccidn utilizadas y s/d indica el
control de plasmido sin digerir.

VII.2.2 Efecto de la expresion de ciclasas heterdlogas sobre el
crecimiento en B. diazoefficiens

Para comenzar la caracterizacion de las cepas de B. diazoefficiens que expresan la
ciclasa TpbB de P. aeruginosa y la ciclasa PleD* de C. crescentus, analizamos el
crecimiento en el medio liquido AG y lo comparamos con la cepa WT que lleva el
plasmido vacio (Bd-pFAJ) para descartar efectos relacionados a la sintesis y replicacién
del plasmido. En el primer experimento llevado a cabo, observamos que la cepa Bd-
pFAJ::pleD*, crecia con dificultad en fase exponencial, pero alcanzando la misma
densidad déptica en estado estacionario con respecto a la cepa Bd-pFAJ::tpbB y Bd-pFAJ
(Figura VII.3 y Figura VII.4). Sin embargo, cuando realizamos los recuentos de unidades
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formadoras de colonias (UFC), detectamos que la cepa que expresa PleD* comienza a
morir a partir de DOsgo=1 (estadio de fase exponencial de acuerdo a la medida de
densidad éptica (Figura VII.4-B)). Los recuentos de UFC fueron realizados en placas
réplica con y sin antibidtico para corroborar si el plasmido se mantenia estable aun en
ausencia de presion de seleccion. Existen reportes donde la expresién de PleD*
utilizando la construccion pJBTc19::pleD* en diferentes microorganismos no suele ser
estable (Pérez Mendoza et al., 2014). En este caso, no detectamos la pérdida del
pladsmido pFAJ::pleD* (Ver Figura VI.4-B).

Dado que la cepa Bd-pFAl::pleD* mostré un aumento en la DOso aunque las
bacterias habian dejado de dividirse (DOsgg mayor o igual a 1), decidimos realizar un
analisis de la morfologia celular de estas bacterias. Asi, la observacidn de bacterias al
microscopio dptico (crecidas hasta alcanzar una DOsp=0,7) nos reveld que los bacilos
de la cepa Bd-pFAl::pleD* fueron mas largos que los de la cepa Bd-pFAJ (Figura VII1.4-C).
Este alargamiento, y no un mayor nimero de células, podria explicar el aumento de la
densidad 6ptica en fase exponencial.
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Figura VII.3 - Cinética de crecimiento de la cepa de B. diazoefficiens
que expresa {pbB. Medida de la densidad dptica (500nm) de la cepa que lleva el
pldsmido vacio (Bd-pFAl) y la cepa que expresa TpbB de P. aeruginosa (Bd-
pFAJ::tpbB) en medio AG.
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Figura VIl.4 - Cinética de crecimiento de la cepa de B. diazoefficiens que expresa
pleD* A. Media de la densidad 6ptica (DOsy) de la cepa que lleva el plasmido vacio (Bd-pFAl y la cepa
que lleva el gen pleD* de C. crecentus (Bd-pFAlJ::pleD*) en funcién del tiempo. B. Recuentos de
unidades formadoras de colonias en funcién del tiempo en placas sin antibiético y con antibidtico (Tc).
C. Fotografias tomadas con microscopio Optico (1000X) en fase exponencial (DOs=0,7) tefiidas
previamente con cristal violeta.

VII.2.3 Efecto de la expresidn de ciclasas heterdlogas sobre la
movilidad en B. diazoefficiens

Para establecer si la expresién de PleD*o de TpbB poseia algun efecto sobre la
sintesis de los flagelos o la capacidad de nado, realizamos extracciéon de flagelinas
extracelulares de sobrenadantes de cultivos liquidos y ensayos de natacién en agar
semisélido. La cepa que expresa TpbB no mostrd diferencias en la capacidad de nado o
en la sintesis de flagelinas extracelulares (Figura VII.5). Para descartar que la falta de
fenotipo se deba a una deficiencia en el clonado del gen, decidimos expresar el
plasmido pFAJ::tpbB en una cepa de P. aeruginosa DGCO. El plasmido logré restituir el
fenotipo de formacion de biofilms en este microorganismo (Sisti, comunicacién
personal y resultado no mostrado), lo que nos asegura que la correcta expresion del
gen desde este pldsmido. En este sentido, mediante busqueda a través del servidor
Blastp no fue posible encontrar ninguna proteina similar a TpbB, ni la quinasa que la
activa TpbA (Ueda y Wood, 2009), en el genoma de B. diazoefficiens. A raiz de ello,
suponemos que esta DGC de P. aeruginosa no seria funcional y/o no se estaria
activando por fosforilacidn en B. diazoefficiens.
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Figura VII.5 - Perfil de flagelinas (A) y ensayos de movilidad en agar semisélido (B) de la
cepa de B. diazoefficiens que expresa tpbB. A. SDS-PAGE de flagelinas extracelulares de la cepa
que contiene el plasmido vacio (Bd-pFAJ) y Bd-pFAl::tpbB B. Ensayo de natacidn en agar semisdlido de
la cepa que contiene el plasmido vacio y la que sobreexpresa TpbB. Se muestran fotos representativas
de cada cepa en placas de Petri a los 16 dias. Los halos de natacion de tres réplicas técnicas fueron
registrados en funcion de los dias y graficados con el desvio estandar.

Por otro lado, la cepa que expresa PleD*presentéd un efecto inusual sobre su
capacidad de natacién. Luego de una semana de iniciados los ensayos, observamos
que la cepa que expresaba PleD* fue incapaz de nadar, comparado con la cepa que
lleva el plasmido vacio (Figura VII.6). A lo largo de los dias, llegando a la segunda
semana, solo algunas de las placas replicas inoculadas con Bd-pFAl::pleD*, mostraron
un halo de natacion incluso mas grande (y mas difuso) que la cepa que lleva el
pldsmido vacio. Ademas, la variabilidad de las réplicas técnicas fue muy notoria (Figura
VII.6-B). A raiz de ello, tomamos una muestra de bacterias del borde del halo de
natacion de la cepa Bd-pFAl::pleD* y las repicamos en placas con medio fresco en
presencia del antibiético codificado en el plasmido. Luego de tres semanas de
incubacién no observamos colonias, por lo tanto, suponemos que existe una presién
de seleccion en las placas de natacidn que provoca la pérdida del plasmido, a pesar de
que esto no sucede en medio liquido (Figura VII.4).

Inicialmente, la extraccion de flagelinas extracelulares de la cepa que expresa
PleD* fue realizada mediante el protocolo estdndar explicado en Materiales vy
Métodos. Sin embargo, siguiendo este protocolo no pudimos observar la presencia de
flagelinas subpolares ni laterales en dicha cepa. A raiz de ello, decidimos cambiar las
condiciones de extracciéon utilizando un mayor volumen de cultivo (50ml). Las
muestras fueron resuspendidas en el menor volumen posible y todo el extracto
obtenido fue sembrado en un gel SDS-PAGE. De esta forma, observamos que la cepa
gue expresa PleD* fue capaz de sintetizar flagelinas subpolares, aunque en muy poca
cantidad (Figura VII.6-A).
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Figura VII.6 — Perfil de flagelinas (A) y ensayos de movilidad en agar semisélido (B) de la
cepa de B. diazoefficiens que expresa pleD* A. SDS-PAGE de flagelinas extracelulares de la
cepa que contiene el plasmido vacio (Bd-pFAJ) y Bd-pFAl::pleD* B. Ensayo de natacion en agar
semisélido de la cepa que contiene el plasmido vacio y la que sobreexpresa PleD*. Se muestran fotos
representativas de cada cepa en placas de Petri a los 7 y 12 dias. (1) y (2) representan réplicas técnicas
de un mismo ensayo de natacion.

VII.2.4 Efecto de la expresion de ciclasas heter6logas sobre la
produccién de EPS y la formacién de biofilms en B.
diazoefficiens

Es conocido que, ademads de afectar la movilidad, la expresidon de PleD* en otros
rizobios provoca un aumento en la produccidon de EPS y la capacidad de formar
biofilms (Pérez-Mendoza et al., 2014). Para analizar si este efecto también se
observaba en B. diazoefficiens, realizamos un ensayo preliminar de unién a Rojo Congo
de las cepas obtenidas. La Figura VII.7-A muestra fotos de los pellets luego del ensayo,
donde la cepa Bd-pFAl::pleD* fue capaz de unir 1,5 veces mas este colorante que la
cepa que posee el plasmido vacio. Esto podria indicar una diferencia en la sintesis de
EPS por lo cual, realizamos un ensayo cuantitativo. Efectivamente, encontramos que la
capacidad de produccién de EPS de la cepa que expresa PleD* fue varias veces mayor
(7,5 veces) que la cepa que contiene el pldsmido vacio como se muestra en la Figura
VII.7-B.

Dada la gran capacidad de produccién de EPS de Bd-pFAl::pleD*, nos preguntamos
si la misma podria verse traducida en un aumento en la capacidad de formar biofilm en
tubos de vidrio. Asi, pudimos detectar que, tanto en tiempos tempranos como en
tiempos largos, la cepa que expresa PleD* fue capaz de adherirse al vidrio formando
biofilm en mayor medida que la cepa que contiene el plasmido vacio (Figura VII.8).
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Figura VII.7 - Produccion de EPS de la cepa de B. diazoefficiens que expresa pleD*. A.
Foto de los pellets luego del ensayo de unién a Rojo Congo de la cepa Bd-pFAJ y Bd-pFAl::pleD*. B.
Ensayo de cuantificacion de EPS mediante el método de antrona en fase exponencial de crecimiento. El
asterisco representa diferencias significativas utilizando ANOVA con p=0.05.

Figura VII.8 - Adhesién a tubos de vidrio de la cepa B. diazoefficiens que expresa pleD*.
Ensayo de adhesion a vidrio de Bd-pFAJ y Bd-pFAl::pleD*. La medida de DOsqs muestra la cantidad de
cristal violeta adherido a los 3, 5 y 7 dias de comenzado el ensayo. A la derecha se muestra una foto
representativa de los tubos de vidrio a los 7 dias.

VIIL.2.5 Efecto del c-di-GMP sobre los reguladores del sistema
flagelar subpolar

Como mencionamos en la Introduccion (Capitulo 1.5), el c-di-GMP, es capaz de
unirse a dominios del tipo AAA+ presente en algunas proteinas con actividad ATPasa
(Jenal et al.,, 2017). Esto convierte a estas proteinas en posibles efectoras que
responden a c-di-GMP o susceptibles de una posible regulacién alostérica.

FleQ, el regulador maestro de la sintesis flagelar en P. aeruginosa, responde a c-di-
GMP a través de su dominio AAA+, modificando la sintesis del flagelo y al mismo
tiempo regulando la produccién de uno de sus EPS (Baraquet et al., 2012; Su et al.,
2015; Hay O'Toole, 2015). Por otro lado, en el Capitulo V, demostramos que FlbD, una
EBP dependiente de 6> que posee un dominio AAA+, regula un paso de la sintesis del
flagelo subpolar. En el mutante AflbD también se observé una correlacidn entre la
sintesis flagelar y la produccién de EPS (Capitulo V.4.5), de manera similar a lo que se
observa en P. aeruginosa. Por esta razén, y sumado a que la cepa que expresa PleD*
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mostré afectada la sintesis flagelar, nos preguntamos si el segundo mensajero c-di-
GMP podria tener algun efecto sobre la regulacion que ejerce FlbD.

Para ello, decidimos cuantificar los niveles de ARNm, de distintos genes
reguladores y algunos de los genes estructurales que estan bajo el control de FIbD, en
la cepa que expresa PleD*. Si los niveles de c-di-GMP ejercen algun efecto sobre FIbD
modificando su actividad, esperariamos observar cambios en los niveles de ARNm en
los genes estructurales de clase Ill que estan bajo su regulacién, pero no, en los
reguladores que estan arriba en la jerarquia transcripcional. El resultado encontrado se
muestra en la Tabla VII.2. Como se puede ver, encontramos que los niveles de ARNm
de todos los genes medidos aumentaron en la cepa que expresa PleD* (Tabla VII.2).
Este resultado fue muy llamativo, dada la poca cantidad de flagelinas subpolares y la
menor capacidad de natacién que presenté la cepa Bd-pFAl::pleD*. Se puede apreciar
gue todos los genes medidos mostraron niveles mayores que la cepa parental, incluso
el probable regulador maestro CtrA, y el regulador de clase Il FIbD. Esto no condice con
el fenotipo que muestra la cepa y por lo tanto no nos permitié establecer una relacién
directa entre los niveles de c-di-GMP y la funcién de FlbD.

En general, estd demostrado que la sefial de c-di-GMP regula de manera negativa
la movilidad de la bacteria, sin embargo, en B diazoefficiens todavia no pudimos
determinar el mecanismo mediante el cual ejerce su accidn este segundo mensajero.
Como mencionamos en la introduccidn (Capitulo 1.5.2), existen otras proteinas ademas
de las EBP con dominios AAA+, que podrian responder al c-di-GMP y actuar sobre los
sistemas flagelares, como por ejemplo la quinasa CckA, la ATPasa Flil, o proteinas que
interactdan con el motor como por ejemplo YcgR o DgrA.

TablaVIl.2 — Niveles de ARN mensajeros de genes del flagelo
subpolar en la cepa B. diazoefficiens pFAJ::pleD*.

Gen Fold change Funcién
ctrA 3 Regulador maestro
flbD 3 Regulador de clase I
flgF 3,5

Proteinas estructurales
flgEs 2

de clase lll

flik 3,3

Los resultados se expresaron como foldchange de la cepa que expresa PleD*
(Bd-pFAl::pleD*) sobre la cepa que contiene el plasmido vacio (Bd-pFAl ).
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VII.3 Caracterizacion de una DGC y PDE de B.
diazoefficiens

Como mencionamos al principio de este Capitulo, BIl1502 es una de las pocas
proteinas que se encuentra conservada en los rizobios analizados por Gao vy
colaboradores. En B. melitensis se ha estudiado un homdlogo a BII1502
(BME_RS07270) y que denominaron BpdA (Petersen et al., 2011). El alineamiento de
secuencias entre ambas proteinas se encuentra en el Anexo Figura AVIL.1. Esta
proteina posee dominios de sintesis y degradacién (GGDEF y EAL) y se encuentra
involucrada en el control de la expresidon de genes flagelares (fliF, flgE, flgB) en dicha
bacteria (Petersen et al., 2011). Recientemente se ha caracterizado el rol de una
proteina homodloga a BpdA en E. meliloti (lamada RgsP) aunque en este rizobio la
proteina parece ser esencial y se encuentra involucrada en la sintesis del
peptidoglicano (Cowie et al., 2006; Schéaper et al., 2018).

Los clonados para la construccion de un mutante en bll1502 fueron realizados
durante el trabajo final del Lic. Julidn Ballare. A pesar de que realizo varios intentos, la
mutacion de este gen no resultd exitosa. Luego de varias repeticiones mas hemos
logrado obtener un posible mutante mediante insercidn de un cassette de resistencia a
gentamicina (Gm), al que llamamos 1502::Gm. Este mutante ha podido ser
corroborado con primers externos de una sola de las regiones flanqueantes a la zona
de recombinacidn. Esta PCR fue enviada a secuenciar y asi fue comprobada la insercidn
correcta del cassette de resistencia a gentamicina en bll1502. El mutante obtenido
mostré un fenotipo Gm", Km?®, por lo que no creemos que la dificultad en chequear la
otra region flanqueante se deba a la seleccidon de un recombinante simple.

Dado que las DGC y PDE actuarian como un complejo en una region determinada
de la célula (Dahlstrom et al., 2015), decidimos estudiar la probable DGC adyacente
codificada en bll1500. Para ello, obtuvimos una cepa de B. diazoefficiens mutante en
ese gen, al cual denominamos A1500 (Dardis, Trabajo final de licenciatura 2013). Este
gen codifica una proteina que posee un uUnico dominio GGDEF, y dada la cercania
gendmica creemos que podria encontrarse actuando de manera conjunta con el
homoélogo a BpdA.

Para comenzar la caracterizacion de los mutantes, realizamos pruebas de
movilidad y sintesis flagelar (Figura VII.9). El mutante 1502::Gm mostré afectada su
capacidad de natacion, mientras que A1500 no mostré diferencias en su capacidad de
nado respecto de la cepa WT.
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Figura VII.9 — Perfil de flagelinas (A) y ensayos de movilidad en agar semisélido (B) de las
cepas de B. diazoefficiens mutantes en los genes bll1502 y bll1500. A. SDS-PAGE de flagelinas
extracelulares de las cepas WT, 1502::Gm y A1500. B. Ensayo de natacién en agar semisélido de la cepa
WT, 1502::Gm y A1500. Se muestra una foto representativa de las tres cepas inoculadas en placa de Petri a
los 8 dias. Los halos de natacidén de tres réplicas técnicas fueron registrados en funcion de los dias y
graficados con el desvio estandar.

Adicionalmente, realizamos estudios de adhesidn al vidrio para analizar el rol de
cada uno de estos genes (bll1502 y bll1500) en el proceso de formacién de biofilms
(Figura VII.9). La cepa 1502::Gm mostré mayor capacidad de adherirse al vidrio
comparado con la cepa WT, en cambio la cepa A1500 mostré menor capacidad de
adherirse al vidrio a los 3 y 5 dias (a juzgar por las fotos) y luego iguald a la cepa WT
(Figura VII1.10).
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Figura VII.L10 -Ensayo de adhesion a tubos de vidrio de las cepas de B.
diazoefficiens mutantes en bll1502 y bl11500. Ensayo de adhesion a tubos de vidrio.
Arriba se muestra el resultado de una réplica bioldgica representativa en la que se graficé el
promedio de absorbancia del cristal violeta adherido el cual fue realizado por triplicado para
la cepa WT y los mutantes en bll1502 y blI1500. Abajo se muestran fotos del halo de adhesién
alos 3,5y 7dias.

BII1502 posee un dominio de sintesis y de degradacion de c—di-GMP, por lo tanto,
podria actuar tanto como DGC como PDE. Dado que mayores concentraciones de c-di-
GMP favorecen el estado de vida sésil, la baja performance de natacién de 1502::Gm y
la mayor capacidad de adherirse al vidrio, nos induce a pensar que BII1502 estaria
actuando como PDE. EL rol de BII1500 no pudo ser determinado a través de la
estrategia de mutagénesis planteada, aunque pareceria estar involucrada en parte en
el proceso de formacién de biofilms en etapas tempranas.

VII.4 Conclusiéon y perspectivas

Para comenzar a indagar el efecto del c-di-GMP sobre B. diazoefficiens hemos
realizado estudios mediante expresion heterdloga de diguanilato ciclasas descriptas en
otras bacterias. Asi, se obtuvieron cepas que expresan la ciclasa TpbB de P. aeruginosa
y la ciclasa PleD* de C. crescentus en B. diazoefficiens. La expresion de TpbB no
produjo un fenotipo apreciable, probablemente pueda deberse a la necesidad de
fosforilacion para activar la proteina. Este inconveniente no ocurrié con la cepa que
expresa PleD* ya que la misma no requiere fosforilacion ya que presenta una mutacién
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que la hace constitutivamente activa. PleD es importante para el desarrollo vy
morfogénesis polar durante el ciclo celular en C. crescentus (Jenal et al., 2017). El
hecho de que la transcripcién de pleD* esté sujeta al control del promotor del
plasmido utilizado (pneo) y que la proteina se encuentre constitutivamente activa en B.
diazoefficiens, puede explicar los defectos observados en la citoquinesis.

La cepa que expresa PleD* también mostré defectos en su capacidad de natacion,
ya que se observé una deficiencia en la sintesis de sus dos sistemas flagelares. Sin
embargo, cuando escalamos los niveles de cultivo y extrajimos flagelinas observamos
baja cantidad de flagelinas subpolares en esta cepa, a pesar de que presentd altos
niveles de transcripto de los genes flagelares subpolares, respecto de la cepa WT.

El aumento de c-di-GMP producto de la expresion de PleD* podria estar actuando
sobre otro nivel en la sintesis flagelar. En C. crescentus esta proteina participa de la
eyeccion del flagelo (Aldridge y Jenal, 1999). Esto podria estar sucediendo con el
flagelo subpolar de B. diazoefficiens. El filamento del flagelo subpolar podria estar
sintetizandose parcialmente y eyectdndose. Esto explicaria la presencia de bajas
cantidades de flagelinas subpolares observadas en la cepa que expresa PleD*. Asi el
aumento en los niveles de transcripto de los reguladores del flagelo subpolar quiza se
deba a una necesidad de formar esta estructura. Esta hipdtesis podria evaluarse
mediante microscopia electronica de transmisidén que nos permitiria observar la
ultraestructura del filamento y su localizacién en la membrana.

También observamos que la cepa que expresa PleD* fue capaz de sintetizar gran
cantidad de exopolisacaridos. Esto, y el alargamiento de las células podria explicar el
aumento de la densidad éptica cuando la cepa que expresa PleD* deja de crecer.
Ademas, esta cepa mostré mayor capacidad de adherirse al vidrio, lo que coincide con
un posible aumento del c-di-GMP intracelular y la induccién al estado de vida sésil.

Por otro lado, detectamos una proteina similar a BpdA descripta en B. melitensis
(que posee dominios PDE y DGC), la cual se encuentra muy conservada en especies
cercanas a B. diazoefficiens e incluso en otros rizobios analizados (Petersen et al.,
2011; Gao et al.,, 2015). Mediante mutagénesis dirigida detectamos que 1502::Gm
presentd dificultades para la sintesis de sus dos sistemas flagelares y una mayor
capacidad de adhesidn al vidrio. Dado los fenotipos observados esta proteina estaria
actuando como PDE, ya que al no estar aumentarian los noveles de c-di-GMP y
favorecerian el paso al estado de vida sésil. Ademas en B. melitensis la mutacion de
bpdA provocd una disminucion en los niveles de transcripto de los genes fliF (que
codifica una proteina del cuerpo basal), flgE (que codifica una proteina del gancho) y
flgB (que codifica una proteina del bastén). De manera similar a la realizada con la
cepa que expresa PleD, seria interesante medir los niveles de ARNm de ciertos genes
flagelares sobre el mutante 1502::Gm para determinar si los mismos se encuentran
afectados en alguna etapa determinada de la cascada de sintesis de ambos sistemas
flagelares.

189



Tesis Doctoral

Carolina Dardis

VII.5 Anexo
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Figura AVII.1 - Alineamiento de BII1502 de B. diazoefficiensy BpdA de B. melitensis.
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B. diazoefficiens constituye una de las pocas bacterias del suelo que posee dos
sistemas de flagelos, uno subpolar y otro lateral, cada uno de ellos con diferentes
caracteristicas. Generalmente, en las bacterias que presentan sistemas flagelares duales,
el sistema (sub)polar se expresa en medios liquidos y propulsa el movimiento de
natacién, mientras que el sistema lateral (de cardcter inducible) es requerido
habitualmente para el movimiento tipo swarming, y se expresa ante una sefal que
dificulta la rotacién del flagelo (sub)polar, como por ejemplo aumentos de la viscosidad
del medio o contacto con una superficie (McCarter, 2004; Merino et al., 2006). Este no
es el caso de B. diazoefficiens, ya que ambos sistemas flagelares son utilizados para
natacion en medios liquidos. Ademas, el patron de nado de esta bacteria es una
propiedad emergente de la interacciéon entre ambos flagelos (Quelas et al., 2016a), lo
gue contribuye a que su estudio sea aln mas atractivo.

La sintesis y rotacion de estas estructuras requiere de un gran gasto energético por
parte de la célula. En este sentido, los flagelos laterales de B. diazoefficiens consumen
mucha energia, sin aportar en la misma medida a la natacion comparado con el flagelo
subpolar (Cogo et al., 2018) y la mitad de las especies de Bradyrhizobium no lo tienen,
incluyendo especies que nodulan soja. A su vez, dentro del filogrupo que si lo tienen,
existen varias cepas que lo perdieron (Garrido-Sanz et al., 2019). Resulta paraddjico el
hecho que se hayan mantenido ambos flagelos a lo largo de la evolucion en algunos
linajes.

El flagelo subpolar de B. diazoefficiens es un flagelo mondtrico, que contribuye al
movimiento de natacidon fundamentalmente en trayectorias rectilineas, participa en el
proceso de adhesion a superficies hidrofilicas y en la quimiotaxis hacia succinato y
glutamato (Quelas et al., 2016).

Al iniciar este trabajo de Tesis, mostramos seis posibles clusters de genes presentes
en el genoma de B. diazoefficiens que codificarian proteinas estructurales y regulatorias
de la cascada de sintesis de su flagelo subpolar. Determinamos, mediante estrategias de
mutagénesis sitio-dirigida, que los genes del motor ubicados en el cluster 1 (motAB;) no
serian necesarios para la rotacion del flagelo subpolar en las condiciones ensayadas. Los
genes del motor ubicados en el cluster 4 (pomAB), en cambio, serian imprescindibles
para el correcto funcionamiento del flagelo subpolar, aunque se ha reportado que el
mismo no utilizaria H*, a diferencia de otros flagelos cuyos estatores estan formados por
proteinas PomAB (Kawagishi et al., 1996; Kanbe et al., 2007; Wilhelms et al., 2009).

Por otro lado, determinamos que los genes que codifican proteinas del gancho,
presentes en el cluster 3 (flgDEKLs3), no serian necesarios para formar la estructura del
flagelo subpolar de B. diazoefficiens. En este mismo cluster ademas, se encuentran otros
genes que codifican proteinas del filamento que no poseen genes paralogos dentro de
los otros seis clusters, como son fliD, fliS y flaA. Este ultimo gen codifica una probable
flagelina, pero dado su bajo peso molecular, pareceria no formar parte del filamento del
flagelo subpolar. Ademds, encontramos que ambos operones flgDEKL; y fliDS no
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responden a la regulacién en cascada a través de FIbD como si lo hacen los genes del
gancho ubicados en los clusters 5 y 6.

A su vez, hemos logrado caracterizar parcialmente los reguladores que controlan su
cascada regulatoria. A partir de los datos que hemos generado, presentamos a
continuacion un modelo regulatorio de la sintesis del flagelo subpolar para B.
diazoefficiens USDA 110.

Cascada regulatoria del sistema flagelar subpolar
de B. diazoefficiens USDA 110

CtrA es un regulador de respuesta cuya fosforilacion depende de un sistema de
transferencia de fosfatos (Laub et al., 2007; Francez-Charlot et al., 2015). Esta proteina
se encuentra conservada en la gran mayoria de las a-proteobacterias, y cumple diversos
roles, siendo fundamental para la viabilidad de algunas especies de esta clase por su
participacién en el proceso de division celular (Quon et al., 1997; Barnett et al., 2001;
Brilli et al., 2010). Por el contrario, en otras a-proteobacterias CtrA se ha especializado y
solo participa de la regulacion de la sintesis flagelar o de algin proceso especifico
(Mercer et al., 2010; Francez-Charlot et al., 2015). En B. diazoefficiens la proteina
BII2200 es homdloga a CtrA, y suponemos que es esencial en esta especie, ya que no
hemos podido inactivar al gen que la codifica por mutacién. Dado que este hecho no
constituye una prueba fehaciente, esta afirmacion deberia probarse mediante otra
estrategia experimental. Sin embargo, otra evidencia que sustenta esta hipodtesis,
aunque también indirecta, es la imposibilidad de generar mutantes donde se inactive el
gen cckA (blI5808), que codifica la quinasa del sistema de transferencia de fosfato que
activa CtrA.

El impedimento en la generacion del mutante en ctrA, no nos permitié corroborar
su rol como regulador maestro del flagelo subpolar. A pesar de ello, hemos detectado la
presencia de cajas promotoras caracteristicas, basadas en las cajas reconocidas por CtrA
en C. crescentus, en genes del cuerpo basal (fliF, fliL, flgB, flil), en reguladores que
actuan posteriormente en la cascada regulatoria de CtrA (fliX, flaFs, flbTsy flbD —ultimo
gen del operdn de fliF) y en las cuatro flagelinas subpolares de B. diazoefficiens (aunque
para fliC4 se encontraria luego del inicio de la transcripcion). Todo ello da indicios de su
posible funcidn como regulador maestro de la sintesis del flagelo subpolar en B.
diazoefficiens USDA 110.

Por otro lado, identificamos las proteinas FlbD (Blr7003) y FliX (BlI5837) como
reguladores involucrados por debajo del regulador maestro en la jerarquia regulatoria
de la sintesis del flagelo subpolar en B. diazoefficiens. Cuando analizamos el rol de estas
proteinas dentro de la cascada regulatoria, encontramos que ambas controlan la
transcripcidon de genes que codifican el bastdn distal (flgF) y el gancho del flagelo (flgEs y
fliK), que se encuentran en los clusters 5 y 6. Sin embargo, también encontramos genes
flagelares (fliF y flil) que se encuentran regulados por FIbD, pero no por FliX. Los cambios
en los niveles de transcripto de estos genes fueron un orden de magnitud menor que los
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de genes que codifican proteinas del gancho y el bastdn distal. Esto podria constituir una
regulacion fina por parte de FIbD sobre estos genes que codifican el cuerpo basal, sobre
todo flil, que codifica la ATPasa del SSTIll y cuya transcripcidén estaria sujeta a una
regulacién negativa por parte de FlbD. Este punto serd explorado con mayor detalle
utilizando otras aproximaciones.

Ademas, FIbD regula la transcripcion de tres de las cuatro flagelinas subpolares:
FliC2, FliC3 y FliC4 (las tres con mayor porcentaje de identidad de las cuatro flagelinas
entre si). En el modelo descripto en C. crescentus también se ha encontrado una
regulacién diferencial de sus seis flagelinas, lo que derivé en su clasificacién en dos
grupos: a para las reguladas por CtrA y B para las reguladas por FIbD (Ardissone y
Viollier, 2015). Si bien podria estar sucediendo algo similar en B. diazoefficiens, la
disminucion relativa en la cantidad de transcripto en los niveles de ARNm de las
flagelinas con respecto a la cepa WT es pequeiia comparada con la observada para los
genes del bastdon y gancho. Por ello, proponemos que FIbD no seria el Unico regulador de
estos genes, sino que podria influir en su transcripcidn en momentos de alto
requerimiento de los mismos.

Como mencionamos anteriormente, el otro protagonista en esta etapa de
regulacién es FliX, una pequefia proteina citosélica que actua como regulador de FIbD en
trans. FliX no solo es capaz de unirse a FIbD y modular su funcion, sino que también
podria encontrarse asociada a la membrana bacteriana y de esta manera participaria en
el mecanismo de percepcién del estado de formacién del flagelo (Muir y Gober, 2002).
Asi, FliX actuaria como un punto de control, es decir, promoveria la transcripciéon de
genes de la tercera etapa de la sintesis del flagelo solo si la estructura previa se
encuentra correctamente ensamblada.

En este trabajo demostramos que FliX también es requerido para la formacion del
gancho y el bastéon distal del flagelo subpolar en B. diazoefficiens. No hemos
determinado su posible rol como punto de control entre el ensamblado del cuerpo basal
y la transcripcién de genes de clase lll, lo que continta siendo una incégnita y requerird
de mayor investigacion.

La actividad de FIbD no solo depende de su trans-regulador, FliX, sino también del
factor 0>* (Wu et al., 1995). B. diazoefficiens posee dos genes que codifican factores o°*:
blr1883 (rpoN1) y blr0732 (rpoN2), los cuales en determinadas condiciones pueden
complementar su funcién mutuamente (Kullik et al., 1991). Estudios previos en
mutantes dobles de estos factores 6°* mostraron que los niveles de ARNm de ciertos
genes que codifican estructuras del flagelo subpolar se encontraron disminuidos
comparados con los de la cepa WT (Hauser et al.,, 2007). Entre ellos se identificaron
genes del operdon que contiene a flgF (blr5827-blr5830), flgEs (blI5852-blI5854), flg/
(blr5838-blr5840), flik (bll6996-bll6997) vy fliC2 (blI5844). Estos datos coinciden con los
nuestros, con excepcion de los genes ubicados en el operdn de flgl. El hecho de que en
el ensayo de microarray sélo encuentren afectados los niveles de ARNm de fliC2, podria
deberse al grado de similitud de secuencia de las flagelinas. En este trabajo logramos
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determinar que FIbD actua Unicamente a través del paralogo RpoN2, y no es capaz de
hacerlo a través de RpoN1.

Desde el punto de vista funcional, FIbD no solo depende del factor o>, sino que
también podria ser sensible a una modificacion post-traduccional. Esta modificacién en
las proteinas EBP clasicas (pertenecientes a la familia NtrC) induce la oligomerizacién de
la proteina y con ella, su activacion. En C. crescentus, se propone que esta regulacion se
encontraria relacionada con la progresion del ciclo celular (Ramakrishnan y Newton,
1990) y el momento en que esta proteina debe activar la sintesis de su flagelo. En B.
diazoefficiens no observamos este fenotipo, y la actividad de FlbD pareciera ser
independiente de fosforilaciéon. Incluso los reguladores de clase Il, FIbD y FliX, parecen
haberse especializado en la regulacion del flagelo subpolar y no estarian relacionados
con la regulacién y la progresion del ciclo celular. Esto muestra cierta especializacion de
parte de la via en el control de la sintesis del flagelo respecto de la divisidon celular.

Otro mecanismo post-traduccional involucrado en la actividad de reguladores
dependientes de 0>*, como FleQ y FIrA, consiste en una modificacion alostérica por
medio de c-di-GMP. Estos reguladores poseen un dominio AAA+, el cual es capaz de unir
c-di-GMP y modificar la funcidn de estas proteinas (Baraquet et al., 2012; Srivastava et
al.,, 2013; Su et al., 2015). En P. aerugionosa FleQ es activador de la transcripcién de
genes flagelares y a la vez represor de los genes pel (necesarios para la sintesis de un
tipo de exopolisacarido rico en glucosa). En presencia de c-di-GMP, la transcripcion
flagelar se frena y la sintesis de Pel se activa (Hickman y Harwood, 2008; Baraquet et al.,
2012).

En B diazoefficiens, FIbD también presentd una regulacién positiva de los genes
flagelares y negativa en la sintesis de exopolisacaridos. Para poner de manifiesto si este
regulador era capaz de responder a las concentraciones de c-di-GMP al igual que lo
hacen FleQ o FIrA, realizamos medidas de los niveles de transcripto de genes flagelares
regulados por FIbD en una cepa que expresa constitutivamente una DGC y por lo tanto
podria tener mayores niveles de c-di-GMP. Sin embargo, la aproximaciéon utilizada no
nos permitio identificar si el segundo mensajero c-di-GMP es capaz de modificar la
funcién de FIbD manera alostérica. Si bien determinamos que la expresion de una DGC
constitutivamente activa (PleD*) modifica la expresion del flagelo subpolar, no pudimos
identificar el punto donde se ejerce esta regulacidén. Seria interesante en el futuro
continuar trabajando con esta hipétesis e identificar si FIbD es capaz de unir c-di-GMP
en su dominio AAA+ conservado y de esta manera regular la sintesis de exopolisacaridos
en esta bacteria.

Para completar la caracterizacion de la regulacion de la sintesis del flagelo subpolar
estudiamos los posibles reguladores de clase lll, FlaFs (BII5842) y FIbTs (BIr5847). En el
modelo de C. crescentus, FIbT y FlaF regulan la sintesis de las flagelinas a nivel post-
transcripcional e intervienen en el punto de control de la finalizacién de la construccion
del gancho. En B. diazoefficiens observamos que FlaFs (BII5842) y FlbTs (BIr5847)
efectivamente modifican los niveles de ARNm de las flagelinas de manera similar al
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modelo descripto previamente. FlaFs tiene un efecto positivo sobre los mensajeros de
las flagelinas fliC234 mientras que FIbTs cumple el rol opuesto. Por otra parte, los niveles
de ARNm de la flagelina fliC1 escapan a esta regulacién, al igual que sucede con la
regulacién a través de FIbD-FliX. Ademas, FlaFsestaria actuando a nivel de la traduccién
de las flagelinas, lo que podria constituir el punto de control de la construccion del
filamento. Esta hipdtesis serd evaluada en un futuro en el laboratorio.

En varios microorganismos se ha determinado que algunas copias de flagelinas son
mas importantes que otras en la construccién y funcionalidad del flagelo (Tambalo et al.,
2010; Faulds-Pain et al., 2011; Mohari et al., 2018). Lambert y colaboradores (2006) han
determinado que las flagelinas que conforman el filamento de Bdellovibrio bacteriovorus
poseen un orden estructural determinado dentro del mismo y algunas de sus flagelinas
resultan necesarias para mantener el largo de la estructura. Ademas, la ausencia de una
de sus flagelinas (la primera en ser ensamblada) no impide la sintesis del filamento,
aunque el mismo posee desordenadas las demas flagelinas y no es funcionalmente
activo. En Shewanella putrefaciens también se observa un orden determinado en la
estructura de las dos flagelinas que lo conforman. En este caso, la flagelina que escapa a
la regulacion via FliA es la primera en ser ensamblada y representa el 20% del filamento
(similar a lo que observamos con FliC1). Esta regulacion secuencial permite que se forme
el filamento con un orden determinado de sus dos flagelinas dentro del eje flagelar. Si
bien el filamento puede ser sintetizado con cualquiera de las dos flagelinas y en distinto
orden, su morfologia helicoidal varia como también lo hace su performance de natacién
en medios liquidos o viscosos (Kithn et al.,, 2018). La regulacién transcripcional
diferencial encontrada entre las cuatro copias de las flagelinas en B. diazoefficiens nos
permite plantear la siguiente hipétesis: La flagelina FliC1, que no esta regulada por FlbD,
y cuyo mensajero estaria presente desde el inicio de la sintesis controlado por CtrA,
constituye la primera flagelina en ensamblarse y actlia como punto de control para que
FlaFs-FIbTs permitan la sintesis de las flagelinas restantes (FliC234).

Relacion entre la regulacion de la sintesis de ambos sistemas flagelares

En B. diazoefficiens, el flagelo subpolar parece expresarse de manera constitutiva,
dado que en todas las condiciones ensayadas siempre hemos podido detectarlo (no solo
en este trabajo de Tesis, sino también por trabajos de otros integrantes de nuestro
grupo de investigacion). Esto se explicaria en parte a que CtrA podria estar involucrado
de manera simultanea en la regulacion de la sintesis flagelar y la divisién celular, similar
a los que sucede en C. crescentus. Por otro lado, el sistema del flagelo lateral presenta
un comportamiento inducible y es capaz de responder frente a diversas sefiales. Entre
estas, podemos encontrar la fuente de carbono y la viscosidad del medio (Althabegoiti
et al., 2008; Quelas et al, 2016a). En diferentes bacterias con dos sistemas flagelares
también se observa que los sistemas polares/subpolares son de caracter constitutivo
mientras que en estos casos el sistema lateral sélo se induce en determinados medios
(McCarter, 2004). En estos microorganismos con sistemas flagelares duales se ha
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hipotetizado que la induccién del sistema lateral en ambientes viscosos se debe a que el
sistema polar/subpolar detecta un impedimento en su capacidad de rotacién normal y
en consecuencia induce el otro sistema flagelar (Moens et al., 1996).

En B. diazoefficiens, los mutantes en los reguladores de clase Il, AflbD y fliX::Km,
presentaron un aumento de los niveles de transcripto del regulador maestro del sistema
lateral (/afR) y mayor cantidad de flagelinas laterales extracelulares. Esto significa que, a
pesar que la sintesis de ambos sistemas ocurre a través de cascadas regulatorias
diferentes e independientes, existe una conexién entre ambos. Asi, la inactivacion de los
reguladores FIbD y FliX deja en evidencia la posibilidad de que exista una conexidn entre
los sistemas regulatorios flagelares y la sefial de induccién podria estar antes de la
finalizacion del ensamblado de la estructura, ya que estos mutantes no presentan
filamentos subpolares. Por lo tanto, esta sefial seria independiente de la que genera el
aumento de torque, como ocurre en Vibrio, y podria tratarse de una sefializacion
cruzada entre las cascadas de sintesis de ambos sistemas flagelares. Este mismo efecto
fue comprobado sobre el mutante estructural en las cuatro flagelinas subpolares
(FliC1234), donde también se encontraron aumentadas las flagelinas laterales (LafA12),
al igual que los niveles de transcripto de su regulador maestro (/afR). De esta manera,
proponemos que la menor movilidad producto de la ausencia del flagelo subpolar podria
compensarse parcialmente con un aumento de la expresién del sistema flagelar lateral.
Ello podria dar como resultado un aumento en el nimero de estos flagelos y/o un
aumento en la longitud de los mismos.

Sin embargo, el mutante en FlaFs, que tampoco es capaz de sintetizar el flagelo
subpolar, mostré niveles iguales de transcripto de lafR comparado con la cepa WT. Este
fenotipo pareceria revertirse cuando se muta el regulador FIbTs sobre la cepa carente de
FlaFs, que tampoco es capaz de sintetizar flagelo subpolar, pero aumenta su capacidad
de natacién en agar semisélidos, haciendo sospechar que esta recuperacién se debe a la
expresion del sistema flagelar lateral. Sin embargo, aun no hemos podido cuantificar los
niveles de transcripto de lafR en este mutante para confirmar esta hipdtesis. Por lo
tanto, pareceria haber varios niveles de regulacién cruzada entre el sistema flagelar
subpolary lateral.

Ademas, esta regulacion cruzada entre ambos sistemas flagelares pareceria ser
unidireccional, ya que los reguladores del sistema flagelar lateral parecerian no afectar
la sintesis del sistema flagelar subpolar. En otras palabras, encontramos que la ausencia
del sistema subpolar podria inducir el sistema lateral y no al revés.

Relacion entre la regulacion de la sintesis del flagelo subpolar y la
produccién de EPS

La sintesis del flagelo y la capacidad de movimiento que genera estan asociados a
un estilo de vida planctdnico. La transicion al estado de biofilm requiere la coordinacién
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de la regulacion de varios procesos entre los cuales podemos destacar el apagado del
movimiento mediante flagelos, y la induccién de la produccién de adhesinas y sustancias
requeridas para la sintesis de la matriz del biofilm. Ciertas bacterias son capaces de
producir diversos exopolisacaridos (EPS) que les otorgan diferentes propiedades
(algunos son neutros como la celulosa, o poseen carga como el alginato o el pel). La
celulosa por ejemplo, es util para la formacién de biofilms. Si bien en ensayos in vitro en
R. leguminosarum la celulosa no contribuye a la adhesién al vidrio, si lo hace para la
formacion de biofilms en raices (Branda et al., 2005; Downie 2010).

La sintesis de EPS en B. diazoefficiens se encontrd relacionada con genes
regulatorios de la cascada de sintesis del flagelo subpolar. Los mutantes en fIbD y fIbT
mostraron mayor capacidad de producir EPS. Esta conexidn entre la sintesis del flagelo
subpolar y la sintesis de EPS podria estar mediada por c-di-GMP. Como ocurre este
fendmeno es una incégnita que queda pendiente para ser investigada.

A continuacion y a manera de conclusion final de este trabajo, presentamos un
modelo regulatorio para la cascada de sintesis del flagelo subpolar de B. diazoefficiens
basandonos en datos de la bibliografia y en los resultados obtenidos durante esta Tesis.
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Figura VIIl.1 — Modelo regulatorio de la sintesis del flagelo subpolar de B. diazoefficiens
USDA 110. La flecha azul de arriba indica la progresidon temporal de la cascada regulatoria del flagelo
subpolar. Los recuadros gris, azul, naranja y celeste representan las cuatro etapas que conformarian la
jerarquia transcripcional de la sintesis del flagelo subpolar en B. diazoefficiens. Los rectangulos punteados
contienen los operones con los genes de clase Il, Ill o IV involucrados en cada etapa. En negrita se
encuentran resaltados los genes medidos por qRT-PCR en este trabajo. Las flechas verdes representan
regulacion positiva, las lineas rojas simbolizan regulacion negativa y las flechas negras indican sintesis
proteica o transcripcion de ARNm. Arriba se esquematiza la estructura flagelar que puede ser ensamblada
al finalizar cada una de las etapas regulatorias marcadas en la Figura. Abajo se esquematiza la relacion
entre la sintesis del flagelo subpolar con la regulacién de la sintesis del EPS y la regulacidn de la sintesis del
sistema flagelar lateral (marcado con lineas rojas de puntos dado que no conocemos si la regulacién es de
manera directa o indirecta). CtrA: regulador de clase I, FIbD y FliX: reguladores de clase I, FlaF y FIbT:
reguladores de clase lll. Los circulos con una P o D sobre CtrA y FIbD representan la fosforilacion (P) o el
aminodacido aspartico conservado no fosforilado (D).
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Figura S.1 - Organizacion estructural de los componentes flagelares. Imagen
representativa de todos los componentes estructurales que conforman un flagelo tipico. Con los
diferentes colores de distinguen las diferentes subestructuras que lo componen. Con transparencias se
marcan proteinas que son requeridas durante las diferentes etapas de la sintesis. (Capitulo 1.3.2)



Figura S.2 - Organizacion genémica de los clusters que contienen genes flagelares
estructurales y regulatorios que podrian formar parte del sistema del flagelo subpolar
de B. diazoefficiens USDA 110 (Capitulo 111.2).



Tabla S.1 - Listado de genes en los seis clusters que podrian ser parte del
sistema del flagelo subpolar de B. diazoefficiens (Capitulo |11.2).

Cluster Locus_tag gen Funcién propuesta de la proteina

bll1510  motBs Motor M

! bl1511 motA7 Motor (hipotética) M
blr2191 chpT Phosphorelay de CtrA R
bir2192 cheA Quimiotaxis Q
bir2193 cheW Quimiotaxis Q
bir2194 cheY Quimiotaxis Q

; bir2195 cheB Quimiotaxis Q
bir2196 cheR Quimiotaxis Q
blr2200 ctrA Regulador de respuesta R
blr2201 flil ATP-sintasa SSTIII FliHIJ S
blr2202 fliJ Proteina de exportacidn SSTIII FliH1J S
bli2207 fIhA SSTI S
bir3695 flaA Flagelina F
bir3696 fliD Cap del filamento F
blr3697 flis Chaperona flagelina F
bilr3698 --- Proteina hipotética

c blr3699 flgDs Cap del gancho G
blr3700 flgEs Gancho
bsr3701 --- Proteina hipotética
bir3702 - Proteina hipotética
bir3703 flgKs Unidn gancho-filamento G
bir3704 flgLs Unidn gancho-filamento G
bir3800 pomA Motor M

4 bir3801 pomB Motor M
bli5808 CCKA Phosphorelay de CtrA R
bli5809 finB SSTIN S
bli5810 fliR SSTII FIiOPQR
bll5811 fiQ SSTIII FliOPQR l

5 bli5812 fliE Bastdn proximal B
bli5813 flgC Bastdn proximal B
bli5814 flgB Bastdn proximal B
blr5815 flio SSTII FIiOPQR
blr5816 fliP SSTII FIiOPQR l
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