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Resumen

Muchas bacterias son capaces de moverse en forma autopropulsada tanto en
medio liquido como semisélido, siendo la natacion o swimming uno de los tipos
de movimiento méas estudiados. Para este tipo de movimiento se requieren unos
apéndices llamados flagelos, estructuras filamentosas que protruyen del cuerpo
de la bacteria y se caracterizan por tener una longitud de varias veces la de la
célula. Es mediante la rotacién de estos filamentos que la bacteria puede nadar
alcanzando velocidades de hasta 30 pm.seg—1. La rotacién de estos flagelos es
producida por un motor celular inserto en la membrana de la bacteria, que rota
gracias a un flujo de protones desde el periplasma hacia el citoplasma. El flujo de
protones en los motores celulares es posible gracias a una diferencia de potencial
de protones en este sentido, al que llamaremos Ap.

El potencial Ap se mantiene por la translocacion de protones desde el interior
de la bacteria hacia el exterior en la cadena de transporte de electrones (CTE).
Este potencial es utilizado también para la sintesis de AT P, metabolito que inter-
viene en multiples reacciones bioquimicas, y es conocido como moneda de energia
de la célula. Entonces, una bacteria que posee flagelos debe administrar Ap entre
la sintesis de AT'P y el movimiento de los flagelos. En este sentido construimos
un modelo basado en la quimiosmotica y la termodindmica de no-equilibrio que
relaciona el consumo de O en la CTE con la formacién de ATP y el flujo de
protones a través de los motores flagelares, para estudiar la contribuciéon de Ap en
uno u otro proceso. Como resultado, observamos que al incrementarse el niimero
de flagelos manteniendo constante la tasa de consumo de AT P, se incrementa la
tasa de consumo de Os, siendo estos procesos dependientes de la regulacion de la
relacion NADH/NAD™.

Bradyrhizobium diazoefficiens utiliza para nadar dos sistemas de flagelos: el
flagelo subpolar y los flagelos laterales, ambos son activados por Ap. El primero
es constitutivo y los segundos se inducen en ciertas fuentes de carbono (como
L-arabinosa) y en otras no (como D-manitol). Para estudiar los pardmetros ener-
géticos de B. diazoefficiens con relacién a la presencia de los flagelos laterales,
realizamos cultivos en biorreactor de la cepa salvaje y de una mutante carente
de flagelos laterales. Observamos que en la cepa salvaje la tasa de consumo de
Oy era tres veces mayor con L-arabinosa que con D-manitol, en concordancia
con la prediccién del modelo matemético. Por su parte, el mutante no mostré
diferencias entre los cultivos con L-arabinosa o D-manitol, corroborando que la
diferencia en la tasa de consumo de O, se debié a la actividad de los flagelos late-
rales. También realizamos una comparaciéon del proteoma de cultivos de la cepa
salvaje en L-arabinosa o D-manitol, de lo cual dedujimos que estos dos azucares
se oxidan por rutas muy diferentes. La L-arabinosa se oxida por la ruta L-KDA
(similar a la de Entner-Doudoroff) seguida de la oxidacién de oxalato, mientras
que el D-manitol primero debe ser oxidado a D-fructuosa y luego pasa por la ruta
de las pentosas-fosfato o el ciclo de Calvin-Benson-Bassham. Estas diferentes ru-



tas podrian arrojar rendimientos energéticos distintos los cuales podrian explicar
por qué en una fuente de carbono la bacteria puede mantener estructuras tan
costosas como los flagelos laterales y en la otra no. Sin embargo, nuestras obser-
vaciones indicaron que el rendimiento energético de ambas rutas es similar, con
lo cual la diferencia en la tasa de consumo de O, parece ser mas una consecuencia
que la causa de la expresion diferencial de los flagelos laterales en L-arabinosa.
Curiosamente, los cultivos en D-manitol expresaron diferencialmente la ribulosa-
bisfosfato-carboxilasa-oxigenasa (RuBisCO) y la ribuloquinasa, indicando que en
esas condiciones estaria activo el ciclo Calvin-Benson-Bassham. Para determinar
en qué podria requerirse la actividad RuBisCO, obtuvimos un mutante delecio-
nal en cbbL, que codifica la subunidad catalitica de dicha enzima, y observamos
que la mutacion produjo defectos en el crecimiento y en la competitividad para
nodular raices de soja.



1. Introduccion

La mayoria de las especies de bacterias que habitan los suelos, o cursos de agua
tales como rios, lagos y mares, son capaces de desplazarse en forma autopropul-
sada. Estos desplazamientos tienen lugar a velocidades del orden de 10 a 30 veces
el tamano corporal por segundo, lo cual requiere una enorme cantidad de energia
celular, que la bacteria destina a dicho movimiento con una extraordinaria eficien-
cia. Esta propiedad permite a las bacterias colonizar eficientemente sus habitats
y eventualmente, explorar el ambiente en busca de nuevos sitios para colonizar y
reproducirse. Asi, la movilidad de las bacterias despierta un gran interés por sus
implicancias en los procesos infecciosos, como asi también en el aprovechamiento
de aquellas especies a las que consideramos benéficas.

Entre las especies bacterianas benéficas se encuentran aquellas utilizadas en
la agricultura como biofertilizantes o biocontroladores. Unos y otros se integran
en las tecnologias de la agricultura sustentable, que intenta disminuir el uso de
agroquimicos contaminantes y mejorar la conservacion de los suelos. Entre los
biofertilizantes se destacan los rizobios fijadores de Ny en simbiosis con las legu-
minosas. Estos rizobios son utilizados desde hace mas de un siglo en reemplazo
de los fertilizantes nitrogenados, pero los resultados obtenidos hasta el momento
en términos de rendimiento de los cultivos deben mejorarse. El cultivo de legu-
minosas més extendido en Argentina es la soja, que actualmente ocupa unos 20
millones de hectareas. Dada la gran superficie sembrada, cualquier mejora en la
fijacion de N, puede tener un gran impacto en términos de mejora de los sue-
los, con los consiguientes beneficios en términos de servicios agroecologicos. En
el laboratorio donde se desarrolld esta Tesis Doctoral se ha estado trabajando
durante muchos anos con el simbionte de la soja, Bradyrhizobium diazoefficiens,
y se ha observado que una mejora de la movilidad de esta bacteria en el suelo
puede contribuir positivamente a mejorar la simbiosis y el rendimiento del cultivo
[2, 73]. Sin embargo, el logro de esa mejora puede implicar un mayor consumo de
energia por parte de la bacteria, lo cual puede volverla méas vulnerable a diversas
amenazas del ambiente, o a la competencia de otros rizobios capaces de asociarse
con la soja. Por lo tanto, es necesario realizar un estudio de las relaciones entre el
metabolismo energético y la movilidad bacteriana con el fin de evaluar la mejor
manera de cultivar estas bacterias y aplicarlas al cultivo de soja para aprovechar
su potencial. Es en este camino que se ha desarrollado la presente Tesis Doc-
toral, utilizando para ello herramientas de modelado matematico y de biologia
molecular, en un esfuerzo interdisciplinario para abarcar el problema bioenergé-
tico. A continuacién haremos una breve introduccién a los principios sobre los
que se desarrolld este trabajo, para luego describir méas pormenorizadamente la
problematica encarada.



Capitulo 1 Introduccion

1.1. Bioenergética y sistemas vivos

Los sistemas vivos transforman parte de la energia tomada de los nutrientes
de los cuales se alimentan (o de la radiacién solar) para llevar a cabo funciones
tales como sintetizar y ensamblar proteinas, transportar sustancias a través de
las membranas, moverse, etc. Entonces, para mantenerse vivo, el sistema requiere
de un flujo constante de energia y materia las cuales convierte en otras formas
de energia y materia necesarias para su funcionamiento y reproduccién [133]. La
caracterizacion y descripcion cuantitativa de estos procesos de transformacion
y conservacion de la energia han sido de gran interés en los ultimos afios y se
agrupan desde una perspectiva macroscopica en una disciplina conocida como
Bioenergética.

Los procesos mas estudiados en bioenergética tienen que ver con el intercam-
bio de energia en las membranas celulares. Las mismas consisten en una bicapa
de fosfolipidos arreglados en forma tal que la parte hidrofébica de la molécula
se orienta hacia adentro de la bicapa y la parte hidrofilica hacia cada lado del
borde de la membrana, separando asi dos compartimentos, el interior y el exte-
rior. A través de proteinas ancladas en la membrana se llevan a cabo reacciones
entre sustancias o el transporte de las mismas, que hacen que estos dos espacios
intercambien materia y energia. Estas membranas, tanto en mitocondrias como
en procariotas son referidas como «membranas acoplantesy, pues en ellas se lle-
van a cabo los procesos de transporte de electrones y las reacciones asociadas
a la sintesis de adenosina trifosfato (AT P) [19]. El AT'P posee tres residuos de
fosfato unidos entre si por dos enlaces anhidro con una energia libre de hidrélisis
relativamente alta.

Los microorganismos obtienen energia de la oxidacion de los carbohidratos,
entre otras fuentes, lo que sucede a través de diferentes rutas metabdlicas. Como
resultado, la energia liberada por estas reacciones se transforma en la energia de
los enlaces anhidro del AT P. Estos procesos son catalizados por enzimas que, a
medida que oxidan los sustratos, reducen moléculas conocidas como cofactores en-
ziméticos, la nicotinamida adenina dinucleétido o el flavin dinucleétido (NADH
y FFADH,, en sus formas reducida, respectivamente). Estos cofactores (en parte)
son reoxidados en los complejos enzimaticos anclados en la membrana. Estas reac-
ciones de 6xido-reduccion estan acopladas a la translocacién de protones desde el
interior de la célula hacia el exterior manteniendo un gradiente de H a través
de la membrana. Esta diferencia de concentraciones de H' a ambos lados de la
membrana es denominada fuerza protén motriz (FPM).

En el sentido estricto la FPM no es una fuerza sino un potencial, por lo que
nos referiremos a ella como el Ap. El Ap es utilizado por la célula para la sintesis
de AT P a partir de adenosina difosfato (ADP) y fosfato inorgénico (Pi), en una
reaccion catalizada por la enzima AT P-sintasa (F,F}), en el proceso conocido
como fosforilacion oxidativa. Dado que la reaccién de fosforilacion del ADP es
endergénica, estos dos procesos (respiracién y sintesis de AT P) se acoplan a través
del intercambio de protones (H™) [81, 82], de modo tal que la energfa necesaria
para la sintesis de AT'P es aportada por la disipacién del Ap.



1.1 Bioenergética y sistemas vivos

LI

periplasma
2H* 2H*

yrr s

PG

by E,hﬁ‘.“;?} :3,:;;1
} M..&g%%. || ekdbbia ghéd

napH NAD
fumarato sucunato

f‘ ATP

ADP + Pi

Interior
citoplasma

Figura 1.1.: Esquema de una cadena de transporte de electrones (CTE) y sintesis
de AT P. Algunos de los complejos enzimaticos involucrados en la CTE de una
bacteria Gram-negativa (complejos NADH deshidrogenasa, fumarato reductasa
y quinol oxidasa) y el complejo F, F1-AT P sintasa. ME, membrana externa; PG,
capa de peptidoglicano; MC, membrana citoplasmatica.

Los complejos enzimaticos que catalizan tanto las reacciones que tienen lugar
en la cadena de transporte de electrones (CTE) como la F,F} no son simples mo-
léculas sueltas si no que se encuentran ancladas en las membranas. Cabe destacar
que son estructuras ubicuas; estan presentes tanto en las membranas mitocon-
driales de células eucariotas, como en la membrana citoplasmatica de microor-
ganismos procariotas. Se caracterizan por poseer una parte hidrofilica, la cual
estd asociada al citoplasma (en el caso de bacterias Gram-negativas) y una parte
hidrofébica que se asocia a la membrana (Figura 1.1).

A través de los complejos que constituyen la CTE se producen reacciones de
transferencia de electrones a través de sucesivas oxido-reducciones de diferentes
cofactores; junto con estas reacciones se translocan H' desde el citoplasma al
periplasma, en el caso de bacterias Gram-negativas. Cada complejo enzimatico
se caracteriza por catalizar una reacciéon de oxido-reduccion entre un sustrato
(dador de electrones, D.) y un producto (aceptor de electrones, A.) definidos, en
la que se transfieren n, electrones. Los aceptores o dadores de electrones poseen
diferentes valores de potenciales de éxido-reduccion AFE,, y translocan una can-
tidad diferente de protones por cada electrén transferido (H*/e™). En la Tabla
1.1 se exponen los diferentes valores de AFE,, para los complejos considerados.
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Tabla 1.1.: Potenciales estdndar de 6xido-reducciéon (AE,,) de los pares redox
que reaccionan en cada complejo enzimatico seguin D, + n. — A.. En cada
complejo se acoplan una reaccion de oxidacion inicial con otra de reduccion final
en la que n, electrones son transferidos y my+ protones son translocados. UQ:
ubiquinona, UQ H,: ubiquinol, C'it,,: citocromo ¢ oxidado y Cit,.q: citocromo
¢ reducido.

Par redox AE,, H"/e myg+ ne
Complejo (V)
enzimatico
NADH NAD*/NADH -0,32 2 4 2
deshidrogenasa
UQ/UQH, 40,06
Fumarato fumarato/succinato 40,03 0 0 2
reductasa
UQ/UQH, +0,06
Ubiquinol UQ/UQH, +0,06 1 2 2
citocromo-c
oxidorreductasa
Clit oy | Cityeq 40,22
Quinol oxidasa UQ/UQH, +0,06 1 2 2
bd
50,/ H,0 +0, 82
citocromo ¢ Citoy/Clitreq 40,22 2 4 2
oxidasa
z05/H>,0 +0, 82

Por otra parte, la estructura de la F, F} ha sido ampliamente estudiada y varios
modelos han sido propuestos acerca de su mecanismo de sintesis de ATP. En
procariotas, la fraccion F, se encuentra anclada en la membrana, mientras que la
parte soluble F} se sittia en el citoplasma. La subunidad F, puede rotar gracias al
pasaje de H™' a través de sus canales iénicos, mientras que en F; se encuentran los
sitios cataliticos donde se unen los sustratos para producir la reaccion de sintesis
de AT P [87]. La rotacién de F, se encuentra fuertemente acoplada a la sintesis
en F. Se estima que existen 10 canales i6nicos en la fraccién F), y unos tres sitios
cataliticos en la fraccién F, por lo que son necesarios 10 H' para producir una
rotacion y sintetizar hasta tres moléculas de AT'P en un giro [87].

1.1.1. Bioenergética y estados fuera del equilibrio

Los procesos bioenergéticos pueden ser abarcados por la termodindmica clasica
o de equilibrio, la cual da fundamentos para describir la direccién de cambio en
un proceso mediante balances energéticos entre estados, aunque poco podemos
inferir utilizando este enfoque acerca de los procesos que tuvieron lugar entre
estos estados. La termodinamica clasica compara estados de equilibrio y a partir
de esta comparacion realiza una inferencia sobre el proceso. En este sentido, no
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aborda lo que en sistemas vivos es relevante, esto es, la velocidad con que se
desarrollan tales procesos.

Los sistemas fuera del equilibrio termodinamico son sistemas inhomogéneos en
los cuales al menos uno de los pardametros intensivos (T, x, P...) es una funcién
del tiempo y/o la posicién. Para caracterizar un sistema que no se encuentra
en equilibrio se utiliza una descripciéon local, mediante la cual podemos asignar
localmente los valores de las variables termodinamicas. En este sentido, como la
mayoria de los procesos celulares ocurren a presion y temperatura constantes, el
estado de los sistemas bioldgicos puede definirse con un vector cuyas componentes
se corresponden con las concentraciones de los n metabolitos z;(t) (i = 1,2...n)
que intervienen en los r flujos metabdlicos J; (j = 1,2...r). [28].

Considerando que la célula es capaz de mantener la concentraciéon de meta-
bolitos constante mientras intercambia materia y energia con su entorno, nos
concentraremos en la determinacién de los estados estacionarios (z7), los cuales
permiten evaluar los flujos asociados a los procesos de nuestro interés. En este
contexto, el problema de la respiracién en las mitocondrias de células eucariotas
y en membranas de bacterias, donde la CTE cumple un rol central dentro del
metabolismo celular, ha sido estudiadado en el marco de la quimiosmética y la
termodindmica del no equilibrio [57]. En este sentido, el conocimiento de una
relacién cuantitativa para el flujo de electrones a través de la CTE en relacion a
los AE de los cofactores participantes y el Ap, nos permite analizar desde una
perspectiva bioenergética tanto el proceso de respiracion como el de fosforilacion
oxidativa.

1.1.2. Cambios metabodlicos y energia de la célula

“Metabolismo” es el término usado para referirse a mas de 1000 transformacio-
nes quimicas que tienen lugar en una célula, que culminan en la duplicacion de la
misma. El metabolismo se divide en dos grandes procesos: anabolismo o biosinte-
sis (proceso que requiere energia para construir el material celular) y catabolismo
(proceso que libera energia mediante la oxidacién de diversos compuestos). Am-
bos procesos estan organizados en pequenos pasos a través de diferentes rutas
metabolicas.

Los procesos de anabolismo y catabolismo estan intimamente relacionados. Los
microorganismos requieren una fuente de carbono y de energia para conducir las
reacciones metabolicas. La energia para el crecimiento es derivada de la oxidacion
de compuestos quimicos (microorganismos quimiotrépicos) o de la luz (microor-
ganismos fototrépicos). Como se mencioné en la seccién 1.1, la oxidacion de los
sustratos, ademas de producir AT P, produce equivalentes reducidos de NADH
y FADH, los cuales pueden ser reoxidados para generar AT P a través de la
fosforilacion oxidativa.

Tipicamente, para entender y caracterizar el crecimiento de un microorganismo
particular, las células son cultivadas en un medio nutritivo en el cual los nutrien-
tes y las condiciones ambientales estan controladas. Registrando la biomasa de las
células a lo largo del tiempo, puede obtenerse una curva de crecimiento para este
microorganismo particular. Esta curva consta de fases de crecimiento distintivas,
caracterizadas por cambios fisiologicos en el cultivo de células: fase de retardo,
fase exponencial, fase estacionaria y fase de muerte. Si se quisiera describir de-
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talladamente las reacciones que ocurren durante el proceso, deberiamos usar un
modelo segregado y estructurado, puesto que durante el crecimiento los micro-
organismos metabolizan varios sustratos a la vez, lo cual es muy complejo. Una
ecuacion que describe aceptablemente la relacion entre la produccion de biomasa
(X) v la concentracién del nutriente limitante del crecimiento (S) es la ecuacién
de Monod [84], en la que se supone que, si bien pueden existir muchos sustratos,
uno de ellos sera el limitante, es decir, que el crecimiento cesara cuando se agote
dicho sustrato, independientemente de la disponibilidad de los otros sustratos.

dX S

mariX
at MR TS

Donde S es la concentracién del sustrato limitante, Kg la constante de satu-
racion y fima la velocidad especifica de crecimiento méxima (siendo la velocidad
especifica de crecimiento ft = fiyqe S/(Ks+S). Sin embargo, el modelo de Monod
no considera que parte del sustrato puede utilizarse para reacciones de mante-
nimiento de la integridad celular, ademas del crecimiento. Herbert [47] y luego
Pirt [94] introdujeron la idea de que no todo el sustrato consumido es utilizado
para la generacién de biomasa, sino que también debe considerarse que una parte
de éste se utilizara para el mantenimiento de funciones celulares. A este valor lo
llamamos energia de mantenimiento. Los procesos relacionados con esta energia
son: el mantenimiento de los gradientes de concentracion a través de la membra-
na citoplasmatica, la renovacién de moléculas tales como el ARNm las cuales son
continuamente degradadas y re-sintetizadas dentro de la célula, la renovaciéon de
proteinas, el transporte de solutos, y en el caso de la mayoria de las bacterias
ambientales, la movilidad autopropulsada [130].

El principal objetivo de este trabajo de Tesis serd estudiar la relaciéon entre
esta energia de mantenimiento y la movilidad impulsada por flagelos, con lo cual
a continuacion describiremos los aspectos relacionados con dicha movilidad.

1.2. Movilidad de bacterias

Muchas bacterias poseen la capacidad de moverse en forma autopropulsada, es-
ta caracteristica les permite dispersarse y explorar ambientes mas propicios para
su desarrollo. La capacidad de dispersarse y colonizar nuevos habitats tiene con-
secuencias ecolégicas importantes. En general, las bacterias en vida libre oscilan
entre dos estados: uno moévil o planctonico y el otro, sésil, en el cual a menudo las
células bacterianas se asocian formando estructuras conocidas como biopeliculas.
Se cree que las bacterias pasan la mayor parte de su ciclo en las biopeliculas,
pero cuando estas estructuras crecen mas alla del limite en el cual comienzan
a acumular demasiados deshechos, colapsan y es necesario que la biopelicula se
rejuvenezca. En ese momento las bacterias deben salir en busca de un ambiente
nuevo donde volver a asentarse, para lo cual vuelven al estado planctonico, que
les permite explorar el ambiente y dispersarse en él [9].

Existen distintos tipos de movimiento autopropulsado, estos se clasifican en
seis categorias segtn el tipo de mecanismo que las bacterias utilicen para moverse
[46]. En dos de ellos se utilizan unos apéndices llamados flagelos, mientras que
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para los restantes se utilizan otro tipo de sistemas, como por ejemplo, las fimbrias
[56]. A continuacion describiremos los movimientos dependientes de flagelos, que
son el objeto de esta Tesis.

Natacién o Swimming

Este tipo de movimiento se puede producir solo en medio liquido, para lo cual
las bacterias utilizan unos apéndices llamados flagelos. Estos apéndices constan
de tres estructuras basicas: el cuerpo basal, inserto en el sistema de membranas,
el gancho conector y el filamento extracelular, cuya longitud es de varias veces la
longitud del cuerpo de la bacteria [56]. En la mayorfa de las bacterias, estos fila-
mentos pueden rotar en sentido horario y antihorario, aunque en algunos casos,
como Ensifer meliloti y el flagelo lateral de B. diazoefficiens, el flagelo rota en
un solo sentido, siendo la rotacion interrumpida por cortos periodos a intervalos
irregulares. La rotacién ocurre gracias a un motor celular, el cual transmite el
movimiento rotatorio al filamento extracelular a través del gancho conector [14].
Algunos microorganismos pueden nadar sin flagelos como es el caso de la ciano-
bacteria marina Synechococcus sp. [31] y el caso de las espiroquetas, las cuales,
por su morfologia, pueden moverse como un sacacorchos gracias a unos filamentos
internos [136].

El nimero y disposicién de los flagelos en la superficie bacteriana es diferen-
te para cada especie, distinguiéndose cuatro grupos: monétricos (un solo flagelo
enganchado a uno de los polos), anfitricos (un flagelo en cada polo), lofétricos
(grupos de flagelos en uno o en ambos polos) y peritricos (flagelos distribuidos
sobre la superficie de la célula) [109]. Ademds, un nimero limitado de bacterias
poseen un sistema dual de flagelos, y de esta manera pueden expresar dos sistemas
de flagelos completamente diferentes, como es el caso de Vibrio parahaemolyti-
cus, V. alginolyticus, Rhodospirillum centenum y varias Bradyrhizobium spp., las
cuales poseen un flagelo polar (o subpolar en el caso de Bradyrhizobium spp.) y
flagelos laterales (Figura 1.2).

Existen diferentes patrones de natacion dependiendo del ntimero y tipo de fla-
gelos presentes. Uno de los més estudiados es el realizado por FEscherichia coli,
que posee mas de un flagelo peritrico. Cuando los filamentos rotan en sentido
antihorario éstos se agrupan formando un ramillete y permiten a la bacteria rea-
lizar una carrera en medio liquido, y cuando uno o méas de estos filamentos cambia
subitamente su sentido de rotacion, el ramillete se desarma, lo cual permite a la
bacteria dar un tumbo, y al reasumir la orientacién antihoraria y rearmarse el
ramillete, realizar una carrera en una nueva direcciéon [15] (ver Figura 1.3). Las
bacterias que poseen un flagelo (sub)polar como V. alginolyticus, V. coralliilyti-
cus 'y B. diazoefficiens presentan un patréon de nado diferente. Estas bacterias, en
lugar de dar un tumbo, se re-acomodan en otra direccién mediante un patrén de
corrida y reversa (run-reverse), o bien corrida-reversa y aleteo (run-reverse-flick).
Cuando el flagelo gira en un sentido puede empujar o arrastrar al cuerpo de la
bacteria (Figura 1.3). Si inicialmente el flagelo empuja al cuerpo de la bacteria, al
cambiar el sentido de rotacién del flagelo éste pasa a arrastrarla, lo que ocasiona
el patréon de corrida y reversa. Si, por el contrario, el flagelo inicialmente arrastra
al cuerpo de la bacteria, al cambiar el sentido de rotacién, el flagelo pasa a em-
pujarla produciendo un movimiento en reversa, pero dado que el gancho conector
es flexible, este empuje también provoca que el flagelo se corra respecto del eje
del cuerpo de la bacteria, lo que lleva a comenzar su carrera en otra direccion
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Figura 1.2.: Ejemplos de bacterias con diferente niimero y ubicacién de los fla-
gelos. Monétricos: (a) Pseudomonas aeruginosa y (b) Caulobacter crescentus.
Lofétricos: (c¢) Helicobacter pylori. Anfitricos: (d) Campylobacter jejuni. Peri-
tricos: (e) Bacillus subtilis y (f) Escherichia coli. Bacterias con sistemas duales:
subpolar (flecha) y lateral (puntero) (g) B. diazoefficiens, con un flagelo sub-
polar y varios laterales. Fotografias tomadas con microscopia electrénica de
transmision, extraidas (a-f) de [109] y (g) de [96].

(aleteo) [138, 114]).

Verbenear o Swarming

Este tipo de movimiento se ha observado sobre superficies y también requiere
de flagelos como la natacién. A diferencia de la natacion, en la cual las bacterias
se mueven en forma individual, el verbenear es un movimiento de tipo grupal; las
bacterias del borde de la colonia se agrupan y se mueven en forma de oleadas.
Aquellas bacterias que pueden moverse en forma de natacién también pueden
hacerlo en forma de verbenear. El pasaje de un tipo de movimiento a otro tiene que
ver con las condiciones del entorno y va acompanado de un cambio morfolégico:
para verbenear las bacterias expresan multiples flagelos y, en algunos casos, va
acompanado de una elongacién del cuerpo celular [56]. En el laboratorio, este
movimiento puede observarse sobre la superficie de medios agarizados (0,5-2 %
agar) en los cuales la colonia de bacterias se expande en forma de ramificaciones
desde el centro de la colonia hacia el borde [45] (Figura 1.4).

Algunas bacterias como Proteus mirabilis poseen flagelos peritricos con los
cuales desarrolla tanto la natacién como el verbenear. Otras, como V. parahae-
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Figura 1.3.: Mecanismo de reorientacion del movimiento para (a) una bacteria
con flagelos peritricos (corridas y tumbos), modificada de [25] y (b) para una
bacteria monétrica (corridas y reversas y corridas, reversas y aleteo), modifi-
cada de [114]. Trayectorias (inicio: x) (c) de carreras y tumbos para E. coli,
extraida de [11] y (d) de carrera, reversa (circulo) y aleteo (cuadrado) para V.
coralliilyticus, extraida de [114].

Figura 1.4.: Verbenear o swarming de (a) P. aeuroginosa, extraida de [88] y (b)
y B. diazoefficiens, extraida de [24]

molyticus poseen diferentes sistemas de flagelos para cada movimiento; para la
natacién utilizan un flagelo polar (anclado en el polo) mientras que para verbenear
inducen la expresién de miultiples flagelos laterales (o peritricos) [80].

B. diazoefficiens utiliza ambos sistemas de flagelos para desarrollar este movi-
miento, aunque los flagelos laterales son mas aptos para el verbenear [24].

1.2.1. Cémo hacen las bacterias para orientar su movimiento

Esta secuencia de carreras y tumbos con cambios de direcciéon se encuentra
regulada por el proceso de quimiotaxis, el cual consiste en una serie de sefa-
lizaciones internas que orientan a la bacteria en un gradiente hacia una mayor
concentracion de nutrientes, o una menor concentracion de sustancias toéxicas.
Para detectar las sustancias quimioatrayentes o repelentes las bacterias cuentan
con receptores especificos en su superficie. Estos son proteinas aceptoras de gru-
pos metilos (methyl-accepting chemotazis proteins o MCP) y para transmitir las
senales poseen proteinas que se activan o desactivan uniéndose a un grupo fosfa-

11
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to, de las cuales las mas importantes son CheA y CheY. Cuando las MCP estdn
activas, aumentan la fosforilacién de CheA (CheA~P), la cual transfiere el grupo
fosfato a CheY activandola (CheY~P). La activacion de CheY aumenta la pro-
babilidad de que el flagelo gire en sentido horario (tumbos) [8]. Si una sustancia
quimioatrayente se une a los receptores MCP éstos reducen su actividad, con la
consecuente inactivacion de CheA y CheY y es mas probable que el flagelo rote
en sentido antihorario (carrera) [14] (Figura 1.5).

Otras proteinas implicadas en la quimiotaxis son CheW, CheR y CheB. La
CheW tiene un rol en la uniéon de los MCP a CheA y promueven la activacion
de CheA a CheA~P [14]. Por su parte CheR y CheB son importantes para la
adaptacion, puesto que son enzimas que metilan y desmetilan el MCP, respectiva-
mente. Su funcién es regular la actividad de este complejo receptor generando una
adaptacion y proporcionando a cada célula una “memoria temporal” [7]. Estos
procesos permiten la comparacion temporal de las concentraciones de atrayente,
y avanzar en el sentido de concentraciones méas altas de quimioatrayente.

Para el caso de las bacterias con sistemas de flagelos duales, no esta claro si
cada uno tiene su propio juego de proteinas de quimiotaxis. En el caso de B.
diazoefficiens, existen al menos dos cimulos de quimiotaxis en su genoma, y uno
de ellos ha sido reportado como funcional [29]. Ademds, mutantes carentes del
filamento flagelar subpolar se vieron afectados en la quimiotaxis, mientras que
mutantes carentes del filamento lateral no produjeron respuestas significativas,
con lo cual pareceria que el flagelo lateral no posee asociacion con estos sistemas
de orientacién [96].
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Figura 1.5.: Modelo de senalizacién de la quimiotaxis. Esquematicamente se
representan sobre la membrana plasmética los quimiorreceptores (MCPs) y el
motor del flagelo. En el citosol se ubican las proteinas de senalizacién: CheA
(A), CheW (W), CheY (Y), CheZ (Z), CheB (B) y CheR (R). En verde se
muestra la via que activa el sentido horario de rotacion del flagelo y en rojo la
que activa el sentido antihorario (condicién establecida por defecto). La unién
de un quimioatrayente o la remocién de un grupo metilo llevan del estado
fosforilado activo (verde) al estado desfosforilado inactivo. Modificado de [89].

1.2.2. Estructura, funcionamiento y regulacion del flagelo

Para entender mejor como es que se produce el movimiento de los flagelos y
su relacion con el Ap describiremos con mas detalle cada una de las partes que
lo componen:
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El flagelo bacteriano es un complejo supramolecular el cual se compone de
alrededor de cuarenta proteinas diferentes que se han denominado como Flg, Flh o
Fli (Figura 1.6). Se pueden distinguir tres partes del flagelo: el cuerpo basal (FlgB,
FlgC, FlgF-I, FIhA, FIhB, FliE-J, FliM-R MotA y MotB), el gancho conector
(FlgE) y el filamento (FliC y FliD). El cuerpo basal se encuentra embebido entre
las membranas celulares y acttia como un motor rotacional mientras que el gancho
y el filamento se extienden en el exterior de la célula, aunque en algunas especies
pueden estar envueltos por la membrana externa [112]. Més alld de estos detalles,
el filamento posee una estructura helicoidal, que al rotar empuja o arrastra al
cuerpo de la bacteria. El gancho une el cuerpo basal con el filamento, también es
helicoidal pero méas corto, y funciona como un conector universal que trasmite el
torque producido por el motor hacia el filamento.

FliC

Flgl Filamento

Flgk
FIgE l

FIiE, FigB, FlgC, \

FlgF, FlgG (Bastc’m)

FlgH (Anillo L)
Flgl (Anillo P) Gancho
ME ]
MotA PG
MotB Mc | Cuerpo basal
FIiF (Anillo MS)

FIiG, FIiM, FliN  plhA, FIRB, FliH, Flil, FliJ,
(Anillo C) FliO, FIiP, FliQ, FIiR
(aparato exportador)

Figura 1.6.: Diagrama de un flagelo. Se esquematiza cada una de las partes
embebidas, como es en el caso de bacterias Gram-negativas, en las membranas
externa y citoplasmatica y el peptidoglicano que compone el espacio periplasméa-
tico. Cada parte del complejo flagelar esta compuesta por proteinas especificas.
Las proteinas que constituyen la parte mévil del flagelo se nombraron FI1 (i, h
o 1) y las que dan cuenta del estator se llamaron Mot. ME, membrana externa,
PG, capa de péptidoglicano; MC, membrana citoplasmatica. Modificada de [85]
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1.2.2.1. Estructura y funcionamiento

El motor flagelar es una maquina bioquimica capaz de rotar a altas velocidades
con una gran eficiencia; consta de un rotor y unas once subunidades que forman
el estator. La energia para su funcionamiento la obtiene del gradiente idnico de
la membrana citoplasmatica de la bacteria. En las bacterias entéricas F. coli y
Salmonella spp. el motor flagelar es activado por protones (H™) [75], mientras
que especies marinas como V. alginolyticus y otras alcaldficas extremas como
Bacillus alcalophilus utilizan iones sodio (Na™) [54, 49].

El rotor se compone de dos anillos: el anillo MS formado por 26 copias de FliF
y el anillo C formado por FIiG, FliM y FliN (Figura 1.7). FliG se asocia en forma
directa con FliF, se han observado desde 26 a 38 copias de FliG por lo que no
es necesaria una estequiometria 1 FliG:1 FliF. FliM y FliN forman un complejo
estable con una estequiometria 1 F1iM:4 FIiN [120]. Se estima que las proteinas
del anillo C son las responsables del cambio de sentido de rotacion del motor
en F. coli y Salmonella enterica bv typhimurium dado que mutaciones en FliG,
FliM y FliN han afectado el sentido de rotacién [139, 69].

Anillo MS

Estator ~26 subunidades

I ! AiG
AnilloC
' Fiitd
. J ~34 subunidades
L] FiN

Curmnt Ogirion in Bistachnology

Figura 1.7.: Arquitectura del motor flagelar. Estructura tridimensional recons-
truida de Microscopia Electronica de Salmonella enterica bv typhimurium. En
la misma se pueden apreciar la estructura y simetria de los anillos que confor-
man el cuerpo basal (gris) y las estructuras que conforman el estator, dispuestas
en torno a los anillos (azul). Modificada de [120]

Cada estator se compone de las proteinas de membrana MotA y MotB en una
composicion MotAy;MotB,. MotA posee cuatro segmentos transmembrana, con
un dominio relativamente largo en el citoplasma mientras que en el periplasma el
segmento es muy corto. MotB posee un segmento corto en el citoplasma, un solo
segmento transmembrana y un dominio largo en el periplasma fuertememente
unido al péptidoglicano. Esta estructura les permite a las unidades del estator
anclarse a la membrana y comunicar el periplasma con el citoplasma . Cada
estator posee dos canales i6nicos a través de los cuales se acopla el pasaje de
protones (H™) con la generacién del torque gracias a las interacciones entre MotA
y la proteina del anillo C, FliG [61]. Los motores impulsados por iones sodio
(Na™) poseen estatores similares compuestos por las proteinas PomA y PomB y
un anillo adicional compuesto por MotX y MotY [107, 125] (Figura 1.8).

Cada estator acttia en forma independiente, pudiendo funcionar el motor con
un unico estator [70], las subunidades del estator se van acoplando al motor
segin las condiciones externas [127, 128, 6]. Existen modelos estructurales que
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Figura 1.8.: En la parte (a) Diagramas esqueméticos de un motor flagelar im-
pulsado por H*' y otro impulsado por Na™. En la parte (b) Arreglo de los
segmentos transmembrana MotA /B consistentes de cuatro copias de MotA y
dos de MotB. El complejo posee dos canales conductores de H*. Extraida de
[35]

proponen cémo se transmitiria el torque desde los canales del estator al rotor.
Existe un residuo aspartato (altamente conservado) en el segmento de membrana
de la proteina MotB, que al parecer es esencial para la rotacién del motor y
estd directamente asociado a la conduccién de H a través del estator. Se ha
propuesto que la interaccién de los H™ con el residuo aspartato induce un cambio
conformacional en MotA y este tltimo interactia con FIG [141].

1.2.2.2. Velocidad de rotacion del flagelo y Ap

Se han realizado multiples experimentos para medir la velocidad de rotacion de
los flagelos bacterianos en bacterias «atadas». Estos consisten en fijar la bacteria
a un vidrio ya sea mediante el flagelo o mediante el cuerpo de la bacteria (en cuyo
caso se fija al extremo del flagelo una bolita de latex) y se observa la frecuencia con
la que rota o bien el cuerpo de la bacteria o bien la bolita de latex respectivamente
(Figura 1.9 a y b). Para una bacteria fija la velocidad de rotacion (w) depende
del torque ejercido por el motor flagelar (1) y la carga viscosa del medio w =
7/27f [12], donde f es el coeficiente de arrastre viscoso y depende de la forma
caracteristica del cuerpo que rota, de su geometria y de la viscosidad del fluido.
De estos experimentos se ha observado que el motor flagelar es capaz de funcionar
en dos regimenes diferentes: uno de bajas velocidades (o alta carga viscosa) en
el cual el torque es aproximadamente constante y otro de altas velocidades (o
baja carga viscosa) en el cual el torque decae con w [21] (Figura 1.9). El punto
de separacion entre estos dos regimenes se conoce como «rodilla» y es variable
segin la temperatura a la que se realizaron las mediciones [21] y el pH interno
[86]. Este comportamiento caracteristico torque-w es propio de todas las especies
bacterianas en las que se ha medido, tanto para motores que funcionan con H*
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como para aquellos que lo hacen con Na™[118].

(a) > ()
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—

Figura 1.9.: Relacion torque velocidad para bacteria fijada al vidrio de diferentes
maneras para que posean cargas viscosas diferentes: (a) por su cuerpo, en este
caso se une al flagelo una bolita de latex (b) por medio del flagelo, en este caso
rota el cuerpo de la bacteria. (¢) Curva relacién torque-velocidad angular: en
el punto a el flagelo puede rotar con uno o dos estatores, mientras que en el
punto b la carga es mayor y el motor incrementa el nimero de estatores hasta
el punto c. Imagen modificada de [70].

Se ha observado que para una dada viscosidad, w es proporcional a la Ap.
Este comportamiento se mantiene para ambos regimenes [39]. Para un motor
altamente acoplado el flujo de protones es proporcional a w [78] Jy = nw/2m
(n es el numero de protones por revolucién). Dado que w es proporcional al Ap
w = a(f)Ap (f coeficiente de arrastre viscoso) tenemos que Jy = nfAp/(2m).
Los coeficientes asociados a Jy y w pueden agruparse en un unico coeficiente de
conductividad del motor n = na (f) /(27), mediante el cual se obtiene una ley
ohmica para el flujo de protones a través del motor con relacién al Ap para una
dada viscosidad, Jg = nAp.

1.2.2.3. Regulacion de la sintesis de los flagelos

El ensamblaje de uno o mas flagelos requiere una cantidad de energia signifi-
cativa para la bacteria. El proceso de ensamblaje del sistema flagelar ha evolucio-
nado en una forma regulada, que le permite construirse por etapas, comenzando
por el cuerpo basal y formando luego las estructuras extracelulares. En términos
globales, la regulacion de la expresion de los genes implicados en el ensamble
de los flagelos es altamente conservada para todas las especies bacterianas. Una
de las caracteristicas claves en la coordinacion de la expresion de los genes es
el chequeo en determinados puntos del ensamblaje, estos chequeos permiten evi-
tar la acumulacién de proteinas que deben ser exportadas cuando el aparato de
exportacién atin no se encuentra funcional [22].

En el modelo de E. coli, la sintesis del flagelo comienza con la formacién del
cuerpo basal; éste se compone del anillo MS, el anillo C y el aparato exportador
como asi también de un bastén rodeado de los anillos P y L. Primeramente se
ensambla el anillo MS en la membrana citoplasmatica y éste serd la base del
resto de la estructura. El anillo C se ensambla en la interfase citoplasmatica del
anillo MS junto con el aparato exportador. Este aparato se compone de proteinas
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1.2 Movilidad de bacterias

chaperonas gracias a las cuales se secretan las proteinas estructurales que forman
el resto del flagelo. La primera estructura que se sintetiza fuera del citoplasma
es el bastén, el cual se extiende a través del espacio periplasmdtico (en bacterias
Gram-negativas) o de la pared celular (en bacterias Gram-positivas). La iniciacion
del baston actiia como un punto de chequeo intermedio en las especies como C.
crescentus, Vibrio spp. y Pseudomonas spp. [55].

Una vez completo el cuerpo basal, el gancho se ensambla en el punto final del
baston. El gancho completo es utilizado como punto de chequeo en la expresion
de todos los sistemas flagelares estudiados [52]. Al final del gancho se ensamblan
las proteinas FlgK y FlgL, las cuales forman la unién del gancho con el filamento.
Las decenas de subunidades de flagelina que forman el filamento (por ej: FliC)
son exportadas e incorporadas sucesivamente hasta la proteina final FliD [55].

Todos los sistemas flagelares poseen un regulador maestro al inicio de su jerar-
quia transcripcional, éste es el que dicta cuando la bacteria comenzara la sintesis
de un flagelo o no. En general el regulador maestro induce la expresién de los ope-
rones flagelares que codifican el cuerpo basal, el gancho, las proteinas relativas a
éste y los reguladores de la sintesis del las flagelinas del filamento. Por tltimo se
sintetizan las flagelinas del filamento junto con las proteinas de quimiotaxis [77].

Esta organizacion jerarquica sugiere que el primer nivel tendria un rol impor-
tante en la regulacién de la movilidad debido a factores externos. Los reguladores
maestros, como flhDC en las enterobacterias y fleQ o firA en P. aeruginosay V.
cholerae, respectivamente, son altamente reguladas en respuesta a cambios en el
entorno y por proteinas regulatorias globales [117]. En el caso de C. crecentus el
sistema de regulacion del flagelo polar responde a senales relativas al ciclo celular;
es asi que en esta bacteria la sintesis del flagelo esta coordinada con el ciclo celular
[137]. En el caso de especies como E. meliloti y Brucella melitensis, la expresién
del flagelo se encuentra controlada por requerimientos nutricionales y fisiologicos
especificos [103, 37].

Como expresaramos antes, B. diazoefficiens posee dos sistemas flagelares dife-
rentes: un flagelo subpolar, parecido al de C. crescentus y un sistema de flagelos
laterales, similares a los de E. meliloti. Este patrén es particular entre los rizo-
bios y se observa en casi la mitad de las cepas del género Bradyrhizobium que han
sido secuenciadas [40]. La regulacion y expresion de ambos flagelos es diferente.
El flagelo subpolar es constitutivo mientras que la expresion del flagelo lateral se
induce bajo ciertas condiciones. El regulador maestro del flagelo lateral, lafR, es
de tipo IB [83] por similitud con los reguladores rem y ftcR de E. meliloti y B.
melitensis, respectivamente. Estos tiltimos estan regulados por otro regulador de
tipo IA (visNR y vjbR, respectivamente) los cuales responden a senales del ciclo
celular o estimulos del ambiente para activar o inactivar la sintesis de flagelos
[103, 37]. En el caso de B. diazoefficiens la actividad de la CTE parece ser la
senial ligada a la transcripcion de lafR, puesto que en condiciones en las que la
velocidad de respiracién se ve disminuida, como microaerobiosis [93] y deficiencia
de hierro [140], la transcripcion de lafR se ve disminuida, mientras que en condi-
ciones que aumentan la actividad de la CTE, como un estrés oxidativo moderado,
inducen su transcripcion [29].
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1.3. Metabolismo y biosintesis de flagelos en B.
diazoefficiens

Los rizobios son un conjunto de alfa- y beta-proteobacterias, cuya caracteristi-
ca comun es establecer simbiosis fijadoras de Ny con leguminosas, por ejemplo B.
diazoefficiens con soja, Rhizobium leguminosarum bv. trifolii con trébol, E. meli-
loti con alfalfa, Mesorhizobium ciceri con garbanzo, Burkholderia phymatum con
poroto, etc. Todos los rizobios pueden existir tanto en vida libre en el suelo como
asociados simbidticamente con las raices de las leguminosas formando nédulos.
Sélo los rizobios que se encuentran en los nédulos son capaces de fijar nitrogeno,
ya que en éstos se expresa la actividad del complejo nitrogenasa, el cual catali-
za la reduccién de N, atmosférico a NH; . El amonio queda a disposicién para
la planta mientras que, en compensacion, los rizobios dentro del nédulo reciben
reciben sustratos carbonados de la planta.

El rendimiento en fijacién de Ny por parte de los rizobios depende tanto de la
eficacia de cada nédulo como del nimero de nédulos. Cada nédulo es ocupado
por la descendencia clonal de una tinica bacteria. Existe en el suelo una variedad
de genotipos que forman parte de la poblacion aléctona del suelo, capaces de
nodular las raices de soja, cuya eficacia fijadora de Ny es muy variable. Por su
parte las plantas solo permiten la formaciéon de un ntmero limitado de noédulos
en sus raices [92], por lo que para obtener un buen rendimiento de fijacién de Ny
es deseable que la mayoria de los nédulos sean ocupados por bacterias de alta
calidad, incorporadas en los inoculantes.

Se ha logrado seleccionar en el laboratorio a variantes méas méviles derivadas de
distintas cepas de B. diazoefficiens y B. japonicum [2, 4, 32]. Estas cepas poseen
desreprimido el flagelo lateral, de modo tal que son capaces de expresarlo atin
en condiciones donde la cepa parental no lo expresa. Experimentos realizados a
campo en soja inoculada con una de estas cepas, llamada B. diazoefficiens LP
3008 han mostrado que estas bacterias lograron ocupar significativamente mas
nodulos, y en consecuencia, se obtuvo un mayor rendimiento en grano que en las
parcelas inoculadas con la cepa parental [2, 73].

B. diazoefficiens utiliza para nadar los dos sistemas de flagelos, el subpolar y
los laterales, y se ha reportado que ambos serfan movidos por gradientes de H*
[58] . El flagelo subpolar, como su nombre lo indica, se inserta a un lado de uno
de los polos del cuerpo de la bacteria, es mas bien grueso y corto, esta compues-
to por las flagelinas (68-kDa) FliC1, FliC2, FliC3 y FliC4 (BI115843-Bl15846) y
solo hay uno por bacteria. Los flagelos laterales, si bien se desconoce cuéles son
especificamente sus puntos de anclaje, se estima que se insertan en los laterales
del cuerpo bacteriano y su estructura filamentosa es méas bien fina y larga. Este
flagelo estd compuesto por las flagelinas de peso molecular mas bajo (34-kDa)
LafA1l (BlI6866) y LafA2 (Bl16865). Cada bacteria parece tener de 3 a 5 flagelos
de este sistema [96].

Resulta llamativo que una gran parte de las cepas de Bradyrhizobium spp. po-
sean sistemas de flagelos duales mientras que otras no [40], siendo que todas ellas
comparten habitats similares (Figura 1.10), y asimismo que resulte relativamente
facil aislar en el laboratorio derivadas mas méviles que tienen desreprimida la ex-
presién del sistema de flagelos laterales [2]. Es decir, la evolucién no ha conducido
a bacterias que expresan constitutivamente los dos sistemas flagelares, sino que
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1.3 Metabolismo y biosintesis de flagelos en B. diazoefficiens

parece haber optimizado el ntimero de sistemas flagelares y su nivel de expresion
a ciertas formas de vida, si bien ain no podemos deducir cuales serian. La pre-
gunta sobre el valor adaptativo de los sistemas de flagelos duales no esta resuelta
y en parte la encararemos, desde un punto de vista bioenergético, en este trabajo

de Tesis.
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Figura 1.10.: Arbol filogenémico basado en distancias intergenémicas de 128
genomas de Bradyrhizobium spp.. Los genomas se agruparon a nivel filogenético
(circulo externo) y de especies (circulo interno). Rhizobium lupini HPC(L) y
Mesorhizobium cicert WSM1271 se utilizaron como outgroups. Solo los geno-
mas del grupo filogenético 1 poseen ambos flagelos: subpolar y lateral (rojo),
mientras que el resto de los genomas (2 a 13) solo presentan el flagelo subpolar
(negro). Las cepas tipo estdn indicadas en negrita y con una T. Extraida de

[40].

Para nadar en medios liquidos B. diazoefficiens puede prescindir de los flagelos
laterales y valerse solo del flagelo subpolar, pero para moverse en medio viscoso
necesita de los flagelos laterales [96]. Ademas de ser inducidos en medios viscosos,
los flagelos laterales se expresan ante una mayor actividad de la CTE, pues se ha
observado que en microaerobiosis [93] o en deficiencia de hierro [140], la trans-
cripcion de lafR se ve disminuida, mientras que en condiciones que aumentan
la actividad de la CTE, como un estrés oxidativo moderado, inducen su trans-
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cripcién. Esta induccion selectiva también se produce cuando B. diazoefficiens es
crecida en diferentes fuentes de carbono [24]. Dos fuentes de carbono tipicamen-
te utilizadas para cultivar B. diazoefficiens son L-arabinosa (Ara) y D-manitol
(Mtl). En los medios de cultivo liquidos suplementados con Ara, B. diazoefficiens
expresa los flagelos laterales, mientras que si se utiliza Mtl, éstos no se indu-
cen. Hasta el momento, esta capacidad de expresar ambos sistemas flagelares en
medio liquido es compartida solamente con Shewanella putrefaciens [96], lo cual
abre el interrogante de cudl sera la particularidad del metabolismo de Ara que
hace disparar la sintesis del sistema lateral. Por lo tanto, podriamos pensar que
el metabolismo de cada fuente de carbono estaria relacionado con la eficiencia
para translocar protones y el estado energético de la célula, de tal manera de
posibilitar la expresion de los flagelos laterales -energéticamente costosa- cuando
las condiciones para el crecimiento sean mas favorables.

1.3.1. Metabolismo de las distintas fuentes de carbono

Las bacterias del orden Rhizobiales son capaces de metabolizar diversas fuentes
de carbono, como ser aldosas, polioles o acidos organicos de distinto ntimero
de carbonos; para esto disponen de diferentes vias catabdlicas. La via Entner-
Doudoroft (ED) se encuentra presente en la mayoria de las bacterias del orden
Rhizobiales y se ha postulado como la via de catabolismo de las hexosas [122]. La
via de las pentosas fosfato (PP) no se ha detectado y atin no esta claro si la via
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) esta activa en estas especies [115](Figura 1.11).
El ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA, por sus siglas en inglés) también se
ha encontrado completo y activo en rizobios y a través de éste se metabolizan
algunas fuentes de carbono de cuatro carbonos y los subproductos de las vias
anteriores [122].

e £l

D-manitol
Fosfofructoquinasa 'L
£.C.27.1.11
R - D-fructosa-6-fosfate .
v ! L-arabinosa
D-fructosa- E Transquetolasa !
1,6-bifosfato Fosfoghuconato M ! } EC2211
| deshidratasa el D-gluconato-6-fosfato D-xilulosa-5-fosfato :
i EC42112 Y v
i 2-dehidro-3-deoxi-D- L-2-ceto-3-deoxi-arabonato
[ gluconato-6-fosfato !
! |
: : D-ribulosa-5-fosfato
v l v Vo ¥
D-gliceraldehido-3-fosfato «— piruvato glicolaldehido

Figura 1.11.: Esquema simplificado de las vias EMP, ED y PP. Las tres vias
culminan con la formacién de piruvato. La via EMP (linea de guiones y puntos)
requiere de la fosfofructoquinasa, mientras que la de ED (linea de guiones) oxida
el D-gluconato-6-fosfato a través de la fosfogluconato deshidratasa, mientras que
la via PP (linea llena) requiere el pasaje a una pentosa. La L-arabinosa, por su
parte, se degradaria a través del L-KDA.

Al momento del desarrollo de este trabajo de Tesis, las vias de degradacién de
Ara y Mtl en B. diazoefficiens no estaban del todo claras.
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Mtl es un poliol derivado de la hexosa manosa, en B. diazoefficiens se ha
reportado que este poliol primeramente es oxidado a D-fructosa mediante una
deshidrogenasa especifica de Mtl [63] y luego fosforilado a D-fructosa-6-fosfato
en una reacciéon catalizada por una D-fructosa quinasa. Si bien existe el gen que
codifica la enzima fosfofructoquinasa en B. diazoefficiens, no se ha detectado
aun su actividad [122, 115]; por lo que hay controversia respecto de si Mtl se
metabolizaria a través de la via EMP. La otra via posible, la ED, tampoco tendria
una actividad significativa en esta especie bacteriana, y se ha postulado que, en
ausencia de esta via, las hexosas seguirfan la via de las PP [115].

Por otro lado, Ara es una pentosa y se ha descripto que su metabolismo en
B. diazoefficiens se produce a través de la ruta del L-2-ceto-3-deoxi-arabonato
(L-KDA) la cual da por resultado una molécula de tres carbonos —piruvato— y
otra de dos —glicolaldehido— [90]. Asi, esta ruta es similar a la descripta por
Entner-Doudoroff para la glucosa, pero con un precursor de cinco carbonos. El
piruvato continuaria su degradacién por el TCA, pero la ruta de degradacion
del glicolaldehido no estaba descripta. Durante el desarrollo de esta Tesis, se
ha postulado que estaria acoplada a la oxidacion de oxalato o se degradaria a
glicerato [62].

Tanto las vias descriptas para Mtl como para Ara podrian confluir en piruvato,
el cual ingresaria al TCA. Luego, los productos reducidos cederian sus electrones
a la CTE los cuales finalmente se transferirian hasta el Oy como aceptor final.
Por lo tanto, conocer el mapa metabdlico del catabolismo de la fuente de carbono
es importante en el sentido de que pueden obtenerse balances de rendimiento
energético para una u otra fuente de carbono y por lo tanto evaluar sus eficiencias
para translocar H™.

1.4. Objetivos

La sintesis y la rotacion de cada sistema flagelar requieren el aporte de una gran
cantidad de energia metabdlica. Por ello, llama la atencién la expresion diferencial
del sistema de flagelos laterales en medio liquido con Ara, ya que para nadar en
medios liquidos B. diazoefficiens puede prescindir de los flagelos laterales y valerse
solo del flagelo subpolar. Dado que Ara es utilizada comtinmente en la formulacién
de medios liquidos para el crecimiento de B. diazoefficiens, es importante conocer
coOmo estos requerimientos energéticos podrian afectar la producciéon de biomasa.
Ademas, es importante entender si la expresién diferencial de los flagelos laterales
responde a un cierto estado energético o a la fuente de carbono en si. No esta
claro cudl es la senal que induce la expresion de los flagelos laterales en medio
liquido, pero puesto que el Ap necesario para mover estas estructuras proviene
de la oxidacion de las fuentes de carbono a través de la actividad de la CTE, se
piensa que la disponibilidad de energia en la célula estaria en conexién con la
regulacién de la expresion de estos flagelos. Para evaluar la eficiencia energética
del crecimiento en Ara o Mtl y con ello, la disponibilidad de energia en una u
otra fuente de carbono, es necesario conocer las rutas para el catabolismo de cada
fuente de carbono.

Al comienzo de esta Tesis las rutas metabdlicas de degradaciéon de las fuentes
de carbono no estaban claras [90, 63, 115], y ademéds existia un solo trabajo muy
antiguo donde se reportaba que la tasa de consumo de O es significativamente
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mayor en Ara que en Mtl [126]. Hasta lo que sabiamos, este trabajo no habia sido
nunca corroborado con metodologias modernas o cepas de referencia. En vista de
que los flagelos laterales parecen ser movidos por el Ap derivado de la respiracién
aerébica [58], propusimos la hip6tesis de que la permisividad de la biosintesis de
los flagelos laterales podria relacionarse con un mayor Ap generado en Ara. En
este marco, el objetivo general de esta Tesis es contribuir al conocimiento de la
energética de la movilidad de B. diazoefficiens. Para ello, abordamos los siguientes
objetivos especificos:

s Desarrollar un modelo que tenga en cuenta el rol del Ap entre la fosforilacién
oxidativa y la rotacién de los flagelos bacterianos, considerando cémo el
numero de flagelos podria afectar la tasa de consumo de Os, la biosintesis
de ATP y la rotacién del motor flagelar.

= Medir experimentalmente la tasa de consumo de Oy durante el crecimiento
bacteriano en condiciones donde difiere el nimero de flagelos (crecimiento
con Mtl o Ara), empleando cepas salvajes y mutantes carentes de flagelos
laterales.

= Investigar las vias metabdlicas de degradacion de Mtl y Ara mediante pro-
tedmica comparativa, establecer las estequiometrias correspondientes, y de-
ducir la eficiencia energética en cada caso.
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2. Materiales y métodos

Se describirdn a continuacién los materiales y métodos que se escogieron para
la realizacién de los ensayos de laboratorio como asi también para los calculos y
andlisis de los datos obtenidos de los experimentos.

2.1. Material biolégico

2.1.1. Cepas bacterianas

Para la realizacion de los experimentos de laboratorio se utilizaron las cepas
bacterianas detalladas en la Tabla 2.1

Tabla 2.1.: Cepas utilizadas en este estudio

Cepas Caracteristicas Referencia
B. diazoefficiens
Cm", Cepa
USDA 110 _ 63]
salvaje
LP 3004 Sm*, Cm" [72]
lafR::Km Km"™ 83]
Acbb Cm"** desarrollada para esta tesis
Escherichia coli
DH5a Bathesda Res. Lab
S17—1 [111]

*mutante insercional en lafR derivada de USDA 110.
**mutante delecional en ebbL derivada de USDA 110

2.1.2. Manipulacién de ADN

Para la obtencion del mutante delecional en la regiéon que codifica la enzima
RuBisCO (Blr2585 y Blr2586) se utilizé el material descripto en la Tabla 2.2
Los cebadores fueron sintetizados por encargo a Invitrogen S. A.

2.1.3. 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).
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Tabla 2.2.: Cebadores y plasmidos utilizados en este estudio. Los sitios de
restriccion relevantes se destacan en negrita. Los cebadores RvUp_ RBC y
FwDw_ RBC poseen regiones de secuencias complementarias (en gris)

Cebadores Enzima Secuencia 5’-3’
de corte
FwUp_RBC EcoRI AAAAGAATTCGCTATTGGGAGCCCGACTAC

RvUp RBC  Bam-HI GCCGTCGACGGATCCGAGGCAAACACGTTGCCGATGATCG
FwDw RBC Bam-HI TGCCTCGGATCCGTCGACGGCATGAAACTGACCCAGGGCTG

RvDw_ RBC  Hind-III AAAAAAGCTTAAGGAGATTCGCACCGACTC
FwExt RBC GCCGCCTAGTCATTCAGAGA
RvExt RBC ACGGTGGTGTAGCGGATTG

M13 Fw GTAAAACGACGGCCAGT

M13 Rv GCGGATAACAATTTCACACAGG
Plasmidos Caracteristicas
pK18mobsacB Vector suicida en rizobios, Km". [108]

pCC1 Esta Tesis

2.2. Medios y condiciones de cultivo

2.2.1. Medios de cultivo

Las cepas de B. diazoefficiens fueron crecidas en medio liquido HM sales [104]
suplementado con 0,1% (p/v) de extracto de levadura (HME) y ademas, suple-
mentado o bien con 0,5% (p/v) de D-manitol (Mtl) o bien con 0,5% (p/v) de
L-arabinosa (Ara) como fuentes de carbono (HME-Mtl o HME-Ara, respectiva-
mente). El pH del medio fue ajustado a 7 utilizando NaOH y HCI. La compo-
siciéon del medio se detalla en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3.: Composiciéon del medio HME-Ara 6 HME-Mtl

Sustancia Cantidad
NayH PO, 0,125 g
Nay SO, 0,25 g
NH,CI 0,32 g
MgSO4,7 HQO 0,18 g
FeCls 0,004 g
CaClsy,2 H,O 0,013 g
HEPES 1,3 ¢
MES 1,l1g
Extracto de levadura lg
Mtl o Ara 5¢g
Agua destilada 1000 ml

Para los repiques mensuales y los recuentos de unidades formadoras de colonias
(UFC) utilizamos el medio extracto de levadura-manitol (YEM) [131], ajustado
a pH 7. La composicién del medio se detalla en la Tabla 2.4
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Tabla 2.4.: Composiciéon del medio YEM

Sustancia Cantidad
Mtl 10 g
KQHPO4 075 g
Extracto de levadura 04¢g
NaCl 0,1g
MgSO,,7 HyO 02g
Rojo congo 25 g
Agua destilada 1000 ml

Para hacer crecer y repicar las cepas de E. coli se utiliz6 el medio de cultivo

Luria Bertani (LB) (Tabla 2.5) [105].

Tabla 2.5.: Composicion del medio LB

Sustancia Cantidad
glucosa lg
NaCl g
Triptona 10 g
Extracto de levadura g
Agua destilada 1000 ml

Para los experimentos de conjugacion se utilizoé el medio peptona-extracto de
levadura (PSY) [101] suplementado con Ara al 0,1 % (p/v), cuya composicion se

detalla en la Tabla 2.6.

Tabla 2.6.: Composicién del medio PSY-Ara 0,1 %

Sustancia Cantidad
Peptona lg
Extracto de levadura lg
KHQPO4 0,3 g
NayH PO, 03 g
MgS0Oy4,7TH>0 0,1g
CaCl, 0,05 g
Biotina 02¢g
H3B03 10 mg
ZnSO4,2H20 1 mg
FeCl3,6 H,O 1 mg
CuS04,5H50 0,5 mg
MnCl274HQO 0,].5 mg
NGQMOO4,2H20 0,]_ mg
Ara lg
agua destilada 1000 ml

Los medios sélidos se prepararon agregando 15 g de agar por litro de medio.
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Para los ensayos de crecimiento de la cepa AcbbL se utilizaron el medio Taylor
[76] v el medio Taylor suplementado o bien con 0,1 % de Mtl o bien con 0,1 % de
Ara (Tabla 2.7). En todos los casos el pH final se ajust6 en 6,8.

Tabla 2.7.: Composiciéon del medio Taylor

Sustancia Cantidad
NH,CI lg
KHsPO, 2¢g
MQSO4,7 HQO 0,8 g
NCLQSO375 HQO 1 g
agua destilada 1000 ml
Metales traza (1000 X) Cantidad
NayEDTA 5g
ZnS0y,7 HO 22 ¢
CCLCZQ,Q HQO 7,3 g
MnC'ly,4 HyO 05¢g
CoCly,6 H,O 05g
(NH4)6M0702,7 HQO 0,5 g
F6804,7 HQO 5 g
CUSO4,5 HQO 0,2 g
agua destilada 1000 ml

Para el cultivo hidropénico de plantas se utilizo la solucion Fahraeus modifi-
cada [71], cuya composicién se detalla en la Tabla 2.8.

Tabla 2.8.: Solucién Fahraeus modificada

Sustancia Cantidad
CaCly 2 HyO 0,11 g
MgSO, 7 HyO 0,12 g
KQHPO4 0,2 g
KH2P04 0,17 g
NaCl 0,06 g
citrato férrico 0,005 g
KCl 3,73 g
HgBOg 1,55 g
M’IISO4 HQO 0,85 g
CUSO4 5 HQO 0,13 g
ZTLSO4 7 HQO 0,58 g
(NHy)¢Mo;Oyy 0,018 g
agua destilada 1000 ml

2.2.2.

Condiciones generales de cultivo

Para cada cultivo de B. diazoefficiens se tomd una colonia aislada crecida
en medio YEM sélido (agar 1,5%) y se la inocul6 en 10 ml de medio liquido
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HME-Ara 6 HME-Mtl. Los cultivos de dejaron en agitacién (180 rpm) a 28 °C

hasta alcanzar la saturacion. Este cultivo se utilizé6 como indculo, toméandose una

alicuota del mismo que se diluy6 en 10 ml del medio fresco correspondiente. La

biomasa del cultivo se estimé mediante la densidad éptica del mismo a 500 nm

(DOs500). El ntimero de células viables se estimé haciendo un recuento en placa

de las UFC. ml™! en medio YEM s6lido, utilizando el método de la gota [50].
Las cepas de E. coli, se cultivaron a 37 °C en LB.

2.2.3. Cultivos batch en biorreactor

Los cultivos batch en biorreactor se realizaron utilizando los medios de cultivo
HME-Mtl o HME-Ara por duplicado. Para esto se utiliz6 un biorreactor LH-
210 (Inceltech, Toulouse, Francia) de 5 1 con un volumen de trabajo de 4,5 1.
La temperatura se fij6 en 30 °C y la agitacion en 220 rpm. El flujo de aire fue
de 25-30 Lh, y se midi¢ utilizando un caudalimetro de burbuja. Se hizo una
dilucion en escala del in6culo partiendo del cultivo inicial de 10 ml de medio,
diluyéndolo en cultivos posteriores de 100 ml. En todos los casos se trabajé con
una DOjq inicial de 0,2 por el agregado de un volumen adecuado de in6éculo. Para
monitorear el crecimiento bacteriano se tomaron tres muestras por dia tanto de la
fase liquida como de la gaseosa. Se partié de un pH inicial de 7 y se determind el
pH en cada muestra liquida con un pH-metro de laboratorio. Los cultivos tuvieron
una duracién de 4 dias. Hacia el final del cultivo se tom6 una muestra de mayor
volumen de la cual 30 ml se procesaron para determinar la presencia de flagelinas
(2.4.1).

De la fase liquida se tomaron muestras de entre 30-50 ml cada 4 horas, cada
una de las cuales se separd en alicuotas para realizar las medidas descriptas a
continuacion, con las cuales se calcularon los parametros cinéticos y estequiomé-
tricos.

2.2.3.1. Determinacion del peso seco

Se tomaron 10 ml de la muestra liquida y se centrifugaron a 12000 x g durante
40 min a 4 °C. Del sobrenadante se realiz6 la determinacion de la concentracion
de la fuente de carbono y energia (sustrato carbonado). El sedimento de células
se lavé con buffer PBS (cantidades en un litro de agua destilada: K H,PO, 0,43 g,
NayHPO, 1,48 g, NaCl 7,2 g) y se centrifugd nuevamente. Para la determinacion
del peso seco segin [48] el sedimento de células se resuspendié en cantidad sufi-
ciente de agua destilada y se trasvas6 completamente a recipientes previamente
tarados. Dichos recipientes se llevaron a estufa a 110 °C hasta peso constante.

2.2.3.2. Determinacion de la concentracion de sustrato remanente

El sobrenadante de la muestra liquida se conservo a -20 °C para determinar la
concentracion de sustrato remanente en el medio de cultivo.

La misma se realizé mediante cromatografia liquida de alta presién (HPLC);
para esto se realizaron diluciones de las muestras que luego se filtraron manual-
mente en membranas de nitrocelulosa de 0,22 um. A su vez se preparé un patrén
de Ara o Mtl con concentraciones conocidas para construir una curva de calibra-
ci6n entre 5-50 mg.I"". Luego, una alicuota de 10 ul de cada muestra fue inyectada
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manualmente (rheodyne 77251 injector) en una columna (Carbopac PA 1) a 35
°C, utilizando como fase movil una solucién 0,1 M de NaOH a una velocidad
de flujo de 1 ml.min™!. La altura de los picos se midié con el detector electroqui-
mico Waters 2465 y la concentracion de sustrato se cuantificé con el programa
Empower Pro, 2002 Waters.

2.2.3.3. Composicion de O, y CO, en los gases de entrada y salida del
biorreactor

Para el analisis de la composicion de la fase gaseosa se utiliz6 un analiza-
dor paramagnético de Oy (Servomex 1100 A; Norwood, Mass.) y un analizador
infrarrojo de COy (Horiba PIR 2000; Japan).

2.2.3.4. Calculos

Los datos obtenidos de las muestras liquidas y gaseosas, se utilizaron para
calcular parametros cinéticos y estequiométricos. Para realizar estos calculos se
realiza un balance general de materia para un componente determinado en un
cultivo en biorreactor que estara dado por:

acumulacion = entrada — salida + produccion — consumo

Para un biorreactor con un volumen (V;,) de medio constante, el cambio en la
concentracion del componente z (C,) dentro de este estard dado por:

d
v, C:

o —FCCC—F*C+Vyrd =V 1© (2.1)

donde F se corresponde con los caudales (I.h™!) de entrada (e) y salida (s)
respectivamente, mientras que r se corresponde con la velocidad volumétrica
(mol..I71.h™1) de formacién (f) y consumo (c) del componente z. 7 normalmente
se expresa en términos de la biomasa seca en unidades de g.[7'.h~! o bien en
C — mol.I71.h~. Un carbono mol (C' — mol) de una sustancia se define como
la cantidad de esa sustancia que contiene un atomo gramo de carbono. Asi, la
unidad C' — mol resulta méas practica para hacer balances de materia pues per-
mite estandarizar respecto a un carbono, cuando no todas las sustancias poseen
el mismo ntimero de carbonos en su formula molecular.

En el caso de un cultivo tipo batch los caudales de entrada y salida de biomasa
(X), sustrato (S) y producto (P) (en caso que lo hubiere) son nulos, por lo que
los balances de materia para estos tres componentes se reducen a:

dX
as
7dt =Ts (23)
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dpP
E =Tp (24)

Donde rx y rp son velocidades de producciéon y rg velocidad de consumo. Para
una concentracién de biomasa dada (X) definimos las velocidades especificas de
consumo o produccion como:

_x 2.
p= (2.5)
TS
_Is 2.6
a5 = % (2.6)
T
qp = YP (27)

Para el caso de los componentes gascosos (Oy y CO3), los caudales de entrada
y salida del biorreactor no son nulos. En condiciones de no acumulacion se tiene
que la velocidad de consumo de Oy y produccién de C'O4 se correspondera con la
diferencia entre lo que se alimenta y lo que sale. Entonces las velocidades volumé-
tricas de consumo de Oy y produccion de C'O, fueron determinadas siguiendo el
balance de masas propuesto por [23] para el cual se obtiene la siguiente expresion:

. _ 1000 F* (1—a280, —28,) g, B T, 2.8)
2 RT,V 1 —agp, — 2§, 1—ato, —xp, '
- 1000 Fe (1 — z20, — 20,) T, B g, (2.9)
: RT,V 1—a2p, —x3, 1—ab, —ak, '

F¢: caudal de aire que ingresa al fermentador (I h™1)

R: constante universal de los gases ideales (I atm (K mol)™)

V: volumen de cultivo (1)

T,p: temperatura de operacion

zh,: fraccion de O, en los gases de entrada (i = E) o salida (i = S)
T, fraccién de CO;, en los gases de entrada (i = E) o salida (i = S)

Al igual que para la biomasa, el sustrato y el producto; dividiendo ro, y rco,
por una X dada, se tienen las velocidades especificas de consumo de Oy y pro-
duccién de COy:

_To,

G0, = ~ (2.10)
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.
Gco, = ~5¢* (2.11)

Los rendimientos en biomasa respecto del sustrato consumido entre dos tiem-
pos de cultivo t; y t5 se obtuvieron de los datos de peso seco y concentracion de
sustrato remanente, en términos de gramos de biomasa por gramos de sustrato
se tiene:

Xo— Xy
Yx/s = S5, — S5, (2.12)

Para que este rendimiento sea comparable con fuentes de carbono diferentes
debe ser estandarizado a unidades de C' — mol (Tabla 2.9).

_ (X2 — X1>/CmX
ya:/s (SQ — Sl)/cmg

(2.13)

donde c¢m; es la masa de un C' — mol de la sustancia correspondiente.

Tabla 2.9.: Masas de un carbono mol (C' — mol) de cada una de las sustancias
utilizadas

Sustancia Férmula Masa molar (g) Masa de un carbono mol (g)
Biomasa CH1’80075N072 25,5 25,5

Manitol C6H1406 182 30,3
Arabinosa 05 H1005 150 30

Por otro lado, los microorganismos creciendo en cultivo batch presentan diver-
sas fases de crecimiento ([74], ver Figura 2.1). Teniendo en cuenta que el creci-
miento de los microorganimos sigue una cinética de tipo exponencial y que existe
un mezclado perfecto, se pueden calcular los parametros de crecimiento para la
fase exponencial del cultivo. En esta fase de crecimiento todos los nutrientes se
encuentran disponibles en exceso por lo que la velocidad especifica de formacion
de biomasa (p), lo mismo que las velocidades volumétricas de formacién o pro-
duccion de los otros componentes, seran maximas. Por lo tanto los valores de go,
Y qco, ((2.10) y (2.11)) determinados utilizando los correspondientes valores de
ro, Y Tco, y X de fase exponencial serdn 10s qo,maz ¥ ¢cOymaz-
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Retardo EExponenciaH Estacionaria ! Muerte

9

Log,o(UFC.ml)
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A~ 00 00 N
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Figura 2.1.: Fases de crecimiento en un cultivo batch.

Los valores de g no son sencillos de estimar, puesto que se requiere una buena
aproximacion de la curva de concentracion de sustrato respecto al tiempo. Pero
puede calcularse como:

Hmax
4Smaz = (2 . 14)
Yy

X
S

donde fiq, es la velocidad méxima de crecimiento (o duplicacion), es decir la
i correspondiente a la fase exponencial.

Para determinar la fi,,4,; del balance para X en fase exponencial (2.2) el cambio

en la biomasa presente en el cultivo (4% es proporcional a X, siendo la constante

dt
de proporcionalidad 1a fi,,4.:

dX

X X 2.15
ity (2.15)

e integrando se tiene:

X = X ehmas t (2.16)

la cual puede ser expresada como:

hl(X) = ln(XO) + Mmazx t (217)

donde X corresponde al peso seco al tiempo ¢y y X el peso seco al tiempo t.
Los valores de fi4: se pueden determinar como resultado de la regresion de los
puntos de la fase exponencial de crecimiento en términos de peso seco.

2.2.4. Analisis bioquimicos
2.2.4.1. Cuantificacion de PHB

El cultivo liquido se centrifugé durante 45 min a 12000 x g a 4 °C. Luego,
el sedimento celular se homogeneiz6 con lavandina comercial en tubos de vidrio
Corex [20]. La suspension se centrifugd a 12000 x ¢ y el sedimento se resuspendié
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en agua bidestilada. Se repitio la centrifugacion en las mismas condiciones y luego
se resuspendid este tltimo sedimento en una mezcla de alcohol-acetona en una
relacién 1:1. Se volvié a centrifugar en las mismas condiciones y el sedimento se
lo resuspendié en 1 ml de cloroformo. La mezcla se homogeneizé por agitacion
vigorosa intercalada con breves inmersiones en agua a 60°C e inmediatamente se
dispusieron 3 alicuotas de entre 5 y 100 ul en tubos de ensayo de vidrio previa-
mente lavados con acetona. Los tubos se secaron en estufa a 60°C, se agregaron
10 ml de HySO4 a cada uno y se llevaron a bano de agua a 100°C por 10 minutos.
Se dejaron enfriar y se tomaron alicuotas de 1 ml para medir la cantidad de acido
croténico a 235 nm [67].

2.2.5. Meétodos de esterilizacion

Los medios de cultivo, las soluciones y las mezclas de perlita y arena se esteri-
lizaron por calor hiimedo en autoclave a 120 °C por periodos de 20 a 60 minutos,
segun el volumen y el tipo de material. Los antibidticos y micronutrientes se
esterilizaron mediante filtracion utilizando filtros comerciales (Minisat, SARTO-
RIUS) de acetato de celulosa de 0,22 ym de tamafio de poro. Los vasos plasticos
para los ensayos de plantas se esterilizaron por lavado con etanol 70 % v /v seguido
de exposicion a radiacion ultravioleta durante 40 minutos.

2.3. Técnicas de biologia molecular

2.3.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los ensayos de PCR fueron realizados empleando un ciclador térmico. La com-
posicién de cada mezcla de reaccién fue: MgCly3 mM, dANTPs 200 uM, TAq poli-
merasa 2 U y los cebadores correspondientes a 10 uM, en un volumen final de 10
ul.

El ciclador se utilizé con un esquema basico de una desnaturalizacién inicial
de 3 minutos, 35 ciclos de desnaturalizacion, pegado y elongacién y por tultimo,
una elongacion final. En todos los casos, la desnaturalizacion se realizé a 94 °C
y la elongacién a 72 °C. La temperatura de pegado utilizada fue de 57°C para
todos los juegos de cebadores utilizados (Tabla 2.10), y los tiempos los determiné
el largo del fragmento a amplificar en cada caso.

El ADN utilizado como molde para los ensayos de PCR se extrajo mediante
lisis por calor: las células de los cultivos en placa fueron resupendidas en 50-100
ul de agua bidestilada estéril. La suspensiéon fue hervida por 10 6 15 minutos y
centrifugada a 14.000 x g por 10 minutos; 2 ul de los sobrenadantes fueron usados
como ADN molde.
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Tabla 2.10.: Ensayos de PCR realizados

PCR Cebadores utilizados

PCR 1 FwUp_RBC y RvUp_RBC

PCR 2 FwDw_RBC y RvDw__RBC

PCR 3 FwUp_ RBC y RvDw_RBC
PCR Fw M13Fw y FwExt_ RBC
PCR Rv M13Rv y RvExt RBC
PCR Ext FwExt_RBC y RvExt_ RBC

2.3.2. Electroforesis en geles de agarosa

La electroforesis horizontal en geles de agarosa fue la técnica que se utilizd
para observar el producto de las PCR, los productos del tratamiento con enzimas
de restriccion y los extractos de ADN plasmidico. La concentraciéon de agarosa
(0,8-1,5% p/v) se eligi6 de acuerdo al tamano del ADN a observar. La agarosa
se prepar6 empleando solucién tampén Tris-bérico-EDTA (TBE, Tris 89 mM,
EDTANa; 2,5 mM, H;BO3H3 89 mM, pH 8,2). Las muestras se mezclaron para
su siembra con una solucién de carga (sacarosa 40 %, azul de bromofenol 0,25 %
en una relacién 5 pl solucién de ADN en agua o Tris-EDTA(TE)/ul solucién de
carga) y las corridas se realizaron a voltaje constante (80 a 120 volts), utilizando
como soluciéon tampoédn de corrida al TBE.

La presencia de moléculas de acidos nucleicos en los geles de agarosa fue detec-
tada por fluorescencia. Esta fue generada por el agregado de bromuro de etidio
0,5 pg/ml a la solucién de agarosa y, luego de la corrida electroforética, exposicién
a luz ultravioleta. El registro de los resultados se realizé6 mediante fotografia de
los geles con una camara Kodak modelo DC 120 (software-EDAS-Kodak) bajo
iluminacion ultravioleta. Como marcadores de masas moleculares utilizamos al
fago A digerido con HindIII y al ladder-100 (L.100, Promega)

Electrotransformacion

Los vectores plasmidicos construidos en este trabajo de Tesis se introdujeron
en células electrocompetentes de F. coli DH5a y S17-1, mediante técnica de elec-
trotransformacion. Para este procedimiento se utiliz6 un equipo Gene Pulser (Bio
Rad) y cubetas comerciales de 0,2 cm de ancho, bajo las condiciones recomen-
dadas por el fabricante (25 pF, 200 Q y 2,5 kV). Inmediatamente después de
la electrotrasformacion se adicioné a las células 1 ml de medio LB fresco, y la
mezcla se incubo6 1 hora a 37°C para permitir que la informacién contenida en
el ADN introducido se expresara. Pasado este tiempo se plaquearon las bacterias
en medio LB sélido selectivo y se incubaron el tiempo necesario a 37 °C.

Seleccion de transformante D Hb5a

La seleccién de las células transformadas de E. coli DHb5a se realizd en placas
de Petri conteniendo el medio LB suplementado con Km y el reactivo 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-3-galactésido (X-gal). El antibidtico Km permite seleccionar entre
aquellas E. coli que hayan adquirido el pldsmido, puesto que pCC1 tiene in-
serto un cassette de resistencia a Km; en tanto que el reactivo X-gal permite
discernir entre aquellas que ademas de haber adquirido el plasmido, lleven el in-
serto interrumpiendo al fragmento lacZ del mismo, lo que inactiva la actividad
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B-galactosidasa.

Conjugacion biparental y selecciéon de conjugantes

Para realizar la conjugacion a células de USDA 110, los plasmidos incorporados
en E. coli DH5a se extrajeron mediante miniprep [105] y se transformaron en E.
coli S17-1. Desde alli fueron transferidos a la cepa receptora B. diazoefficiens
mediante conjugacién biparental a partir de un un cultivo de B. diazoefficiens
crecido en PSY-Ara y otro cultivo de E. coli S17-1 crecida en medio LB, ambos
en fase exponencial. De estos cultivos se mezclaron 800 ul de la cepa aceptora
con 600 pl de la cepa donadora. Se mezcl6 suavemente y se centrifugd a 640 x g
durante ocho minutos. El precipitado se resuspendié con mucho cuidado y se
plaqued en medio PSY-Ara solido sin antibidtico, en forma de gota. El mismo
procedimiento se realizé como control para cada una de las cepas. Las cajas se
incubaron a 28 °C durante 48 hs. Posteriormente, se las extrajo de las cajas con
una punta para resuspenderlas en 1 ml de PSY-Ara liquido y se esparcieron con
espatula de Drigalski 100 yl en medio YEM sélido suplementado con Km y Cm,
para seleccionar aquellos clones de USDA 110 en los que se podria haber insertado
el plasmido.

2.4. Analisis de proteinas

2.4.1. Extraccién y analisis de flagelinas

Para extraer las flagelinas se partié de 30 ml de cultivo fresco, éste se colocd
en un tubo falcon el cual se sumergio en hielo para favorecer la conservacion, se
le dio vortex al tubo para favorecer el desprendimiento del flagelo subpolar sin
perder el frio. Luego se centrifugé durante 45 min a 12000 x g a 4 °C, se extrajo
el sobrenadante y este se dejé precipitando con polietilenglicol al 20 % NaC'l 0,2
M en una relacién 3,3 ml cada 50 ml de sobrenadante, durante una noche a 4°C.
Luego se centrifugd en las mismas condiciones, se descarté el sobrenadante y el
pellet de flagelinas se resuspendié en buffer de siembra de geles desnaturalizantes
[65] para su posterior corrida en gel de SDS-PAGE . Los geles de apilamiento se
prepararon con 5% de poliacrilamida en Tris -HCl a pH 6,8, mientras que los
de separacién se hicieron con 12,5 % de poliacrilamida en Tris-HCI a pH 8,8. En
ambos casos con el agregado de SDS y B-mercaptoetanol, para obtener desnatu-
ralizantes y disociantes. Las corridas se llevaron a cabo durante 30 a 60 minuntos
a voltaje constante de 100 o 130 volts.

2.4.2. Analisis del perfil de proteinas diferenciales

Este analisis se realizé sobre proteinas extraidas y purificadas por el Dr. Chan-
drasekar B. Rajeswari (IBBM, La Plata). B. diazoefficiens USDA 110 fue culti-
vada en tres cultivos batch independientes de HME-Mtl (condicién Mtl) 6 HME-
Ara (condicién Ara) hasta la fase exponencial (DOsqp = 1) y las bacterias fueron
obtenidas por centrifugacién y lavadas como se describi6 en [91]. Durante la pu-
rificacién las proteinas se separaron en dos fracciones: soluble y microsomal. La
fraccion soluble estaba enriquecida en proteinas citoplasmaticas y la microsomal
en proteinas de membrana. Como resultado de la purificacién se obtuvieron tres
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réplicas biologicas de proteinas provenientes de cada uno de los medios de cultivo
separadas en dos fracciones.

La identificacion de proteinas se realizé con la colaboracién de Dra. Maria Pia
Valacco (CEQUIBIEM, UBA). Las proteinas de cada muestra se separaron y di-
girieron con tripsina y se identificaron por nano-HPLC acoplado en tandem a un
espectrémetro de masa (nLC-MS/MS). Para cuantificarlas, se calcularon las areas
debajo de los picos mediante el software Proteome Discoverer (Thermo Scientific,
Versién 1.4). Para identificar cada proteina el programa realizé una digestion vir-
tual con tripsina y compard estos datos con los presentes en la base de datos para
B. diazoefficiens USDA 110, UP000002526 ( Uniprot (http://www.uniprot.org/)).
La comparacion se realizd con una tolerancia de ion-precursor de 10 ppm y una
tolerancia de fragmento de masa iénica de 0,05 Da especificando la oxidacion
de metionina como la modificacién dindmica y la carbamidometilacion como la
modificacién estatica. Seteamos el nivel de confidencia de péptidos como "alto"
(high) (al 1% de false discovery-rate). Las espectrometrias de masa completas se
encuentran compartidas en el repositorio ProteomeXchange Consortium a través
de PRIDE [132] con el nimero de identificacion de la base de datos PXD008263
y 10.6019/PXD008263.

Finalmente procesamos los datos de las areas normalizadas con el software Per-
seus (Max Planck Institute of Biochemistry, version 1.5.5.3, de uso libre), para
realizar un test de Student de cada una de las proteinas. Algunas de las proteinas
identificadas no fueron detectadas en todas las réplicas bioldgicas; reemplaza-
mos los valores ausentes por 0 cuando las proteinas se encontraban presentes en
ambas condiciones (Mtl o Ara). Definimos el nivel de expresién diferencial co-
mo el log,(dreayy/areasr,), siendo areayy y areaar, las medias geométricas
entre las tres réplicas bioldgicas. Realizamos un test de Student de dos entra-
das para cada una de las proteinas comparando las de la fracciéon enriquecida
en membrana en HME-Mtl con la correspondiente de HME-Ara y lo mismo con
las enriquecidas en citoplasma. Seleccionamos como diferenciales aquellas cuyo
valor promedio en una condicién (HME-Mtl) fuera mas de dos veces mayor (fold-
change) al de la otra condiciéon (HME-Ara), con una significancia estadistica
(valor p del test de Student) por debajo de 0,05. Es decir una proteina sobre-
expresada en HME-Mtl serd aquella para la cual 1 < log,(areapm/dreaar,),
mientras que una proteina sobreexpresada en HME-Ara serd aquella para la
cual log,(areayy/areas) < —1 . También fueron catalogadas como diferen-
ciales aquellas proteinas que estuvieron presentes solamente en alguna de las
condiciones (on/off) (Mtl o Ara) (solo en Mtl o solo en Ara) en al menos dos
réplicas biolégicas. Luego buscamos en las bases de datos (1/12/2017) Rhizo-
Base (http://genome.annotation.jp/rhizobase/Bradyrhizobium), KEGG pathway
(http://www.genome.jp/kegg/genes.html) y Uniprot las proteinas que se expre-
saron en forma diferencial para asi obtener sus posibles funciones. Luego clasi-
ficamos las proteinas de acuerdo a las vias en las cuales tendrian intervencion
y utilizamos los codigos de gene tag tabulados en RhizoBase para localizarlas
en los mapas metabdlicos disponibles en KEGG-pathway. A continuacion, nos
focalizamos en aquellas rutas para las cuales un grupo de enzimas (no una tni-
ca enzima) estuviera expresada en forma diferencial o bien en HME-Mtl o bien
en HME-Ara para estudiar como serian los diferentes flujos metabdlicos en cada
fuente de carbono. Con esta reconstruccion de las vias metabdlicas, modelamos
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las estequiometrias de las rutas, considerando solo aquellas proteinas que fueron
detectadas en al menos dos réplicas biologicas.

2.5. Ensayos de nodulacién

2.5.1. Esterilizacion superficial y germinaciéon de las semillas

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

2.5.2. Ensayos de nodulacién en macetas

Se trabajé con macetas de aproximadamente 700 em? en las cuales se dispuso
una mezcla de perlita y arena (3:1) previamente esterilizada. Las cepas de B. dia-
zoefficiens USDA 110, LP 3004 y USDA 110 AcbbL fueron cultivadas en medio
HME-Mtl hasta fase exponencial de crecimiento. Para los ensayos de competicion
para la nodulacion se diluyeron en la soluciéon de Fahraeus iguales cantidades de
LP 3004 y USDA 110 en un recipiente; e iguales cantidades de LP 3004 y USDA
110 AcbbL en otro para obtener una concentracién final de 1 10° UEFC.ml~tde
cada cepa. Las cantidades de bacterias se establecieron mediante recuento de las
unidades formadoras de colonias. Lo mismo se hizo con cada cepa por separado.
En cada maceta se colocé una semilla de soja germinada e inmediatamente se
la regd con 200 ml de estas soluciones de modo de tener: diez macetas con LP
3004 y USDA 110, diez macetas con LP 3004 y USDA 110 AcbbL, tres macetas
con LP 3004, tres macetas con USDA 110 y tres macetas con AcbbL. Ademas
se prepararon otras dos macetas que se regaron solo con solucién Fahraeus para
reservar como control negativo. Las macetas se trasladaron al invernaculo donde
permanecieron durante 25 dias con una temperatura diurna de 30 °C y una noc-
turna de 15 °C y un fotoperiodo de 14 h. Las plantas se regaron periédicamente
con agua destilada estéril, alternando con solucion Fahraeus.

Al cabo de los 25 dias los ndédulos de cada tratamiento fueron extraidos, conta-
dos y cada uno colocado en fosas de placas multipocillo estériles. Posteriormente,
se los esteriliz6 con una solucién de lavandina comercial diluida al 20 % v/v du-
rante 5 minutos y se los lavd al menos siete veces con agua destilada estéril.
Luego, los n6dulos fueron macerados individualmente con palillos estériles y con
este mismo elemento se deposité el material extraido en cajas de Petri réplica su-
plementadas o no con estreptomicina, que permitieron el crecimiento selectivo de
la cepa de referencia LP 3004, resistente a Sm, o las cepas objeto del experimento,
ambas sensibles a Sm. Los resultados se analizaron por andlisis de varianza de la
transformacion angular de los porcentajes de ocupacion de nédulos por parte de
las cepas sensibles a Sm.
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2.6. Microscopia

Con el objeto de medir los tamanos de las células, las bacterias se llevaron a
un microscopio 6ptico Nikon Eclipse E400 con aumentos de 1.000 X equipado con
una camara digital Nikon CoolPix 4500. Las imagenes tomadas en contraste de
fase se analizaron utilizando el software ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/), de
acceso libre. Se midieron entre 250-300 células de cada cepa utilizando la grilla
de una cdmara de Neubauer (Petroff-Hausser; area: 1/400 mm?; profundidad:
1/50 mm) como referencia, y los tamanos se analizaron mediante el andlisis de
varianza de Fisher.
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3. Modelo para respiracion y fuerza
proton motriz

Este capitulo estara dedicado a la presentacion y discusion del modelo mate-
matico utilizado en el analisis de los roles que cumplen el consumo de Os y la
generaciéon y la utilizacion de la fuerza protén motriz (Ap) para la sintesis de
ATP y en la rotaciéon de los motores flagelares. En una primera instancia, pre-
sentaremos los supuestos constitutivos basicos para la construccién del modelo,
asi como al modelo en si mismo. En una segunda instancia, presentaremos los
resultados y los discutiremos en el marco de las observaciones realizadas en la
presente Tesis.

3.1. Caracterizacion del modelo

Nuestro modelo tiene como propésito estudiar aspectos poblacionales de una
poblacién de bacterias. Con este objetivo, construimos el estado de la poblacion
a partir del conocimiento del estado de una célula individual y el hecho que,
como se discutira en la subseccion 3.1.2, la cantidad de enzima en cada célula
individual de una poblacion obedece una distribucion Gamma. En particular,
nos concentraremos en la relacién entre el consumo de O, debido a la respiracion
celular y su relaciéon con la sintesis y movimiento de los flagelos bacterianos.
En este sentido, nuestro modelo no tiene en cuenta los aspectos provenientes de
posibles interacciones entre bacterias.

Para encontrar el estado de una célula consideramos como validas las siguientes
suposiciones:

= Para cada célula el flujo de protones a través de la membrana es debido solo
a las reacciones de respiracién celular, la fosforilacion oxidativa (sintesis de
ATP), y el que demande la rotacién de los flagelos.

= En cuanto a la respiracion celular, consideramos solamente los procesos que
acontecen en los complejos NADH deshidrogenasa y quinol oxidasa de la ca-
dena transportadora de electrones (CTE), puesto que construimos nuestro
modelo a partir de datos tabulados para E. coli, cuya CTE esta conforma-
da, en parte, por estos dos complejos. Estos complejos se agrupan en super-
complejos llamados «respirasomasy [79]. Cabe senalar que descartaremos
al complejo fumarato reductasa dado su bajo potencial de 6xido-reduccién
(Tabla 1.1).

» Las cantidades de moléculas de cada enzima que catalizan las reacciones
en células individuales, poseen una distribuciéon dentro de la poblacién de
bacterias [38].
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3.1.1. Agrupacion en supercomplejos

Los complejos enzimaticos de la CTE se han podido aislar y purificar mante-
niendo su actividad enzimética individual. A partir de esta observacion se sugirio
que éstos se organizan de tal manera que pueden fluir libremente por la membra-
na lipidica y la transferencia de electrones es producida por choques aleatorios
entre los complejos de la CTE. Este modelo es conocido como de "estado fluido”.
[43]

Mas recientemente se ha sugerido que los complejos enzimaticos, tanto en mi-
tocondrias como en procariotas, se agrupan en «supercomplejos» denominados
«respirasomasy [79]. Es decir, se conectan entre si formando un tnico complejo;
este modelo se conoce como de "estado solido". El mismo se basa en observacio-
nes experimentales tales como: resolucion en geles de poliacrilamida, estructuras
obtenidas mediante microscopia electrénica las cuales revelan interacciones de-
finidas de los complejos, experimentos de control de flujo que confirman que la
CTE opera como una unidad funcional, mutaciones puntuales en genes que codi-
fican una de la subunidades del complejo afectan la estabilidad de otro complejo,
entre otras [30]. La asociacion en respirasomas optimizaria la fosforilacién oxida-
tiva, ya que permitiria la formaciéon de canales para los sustratos, estabilizaria
los complejos individuales y protegeria a la célula de la formacién de sustancias
reactivas de oxigeno (ROS).

3.1.2. Distribucion de la concentracion de enzimas

Los flujos metabdlicos, asociados a las reacciones enzimaticas que tienen lugar
en las células, dependen en mayor o menor medida de la concentraciones de
las enzimas intervinientes [E] [34]. En una poblacién de bacterias genéticamente
idénticas y crecidas en el mismo medio, existen variaciones en la abundancia de
las proteinas presentes en cada célula, debido a la estocasticidad en la expresion
de los genes que codifican las mismas [13]. Esta variabilidad puede conducir a
una heterogeneidad en los perfiles metabdlicos de una poblacién bacteriana [64].

Con el fin de tener en cuenta este aspecto poblacional, usamos el modelo desa-
rrollado por Friedman y colaboradores [38] quienes encuentran que la distribucion
estacionaria de concentraciones de enzimas de células individuales obedece una
distribucion Gamma.

1 -1 —xz/b
a T 1
p(iﬂ) = 719& F( ) T exp (3 )

donde z representa la cantidad media de enzima en cada célula y los niimeros
a v b estan relacionados con parametros cinéticos de la expresién de proteinas
[38].

Debido a las caracteristicas de nuestro modelo, consideraremos la distribucién
poblacional de s6lo dos complejos multienziméticos; el respirasoma (Fges) v la
F,F, asociada a la sintesis de AT P. Estas consideraciones nos permiten usar
nuestro modelo para el estudio del comportamiento de la poblacion de bacterias.
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3.2. Modelado del consumo de O, e intercambio
de H*

Para cada célula, estudiaremos el proceso de intercambio de protones en la
membrana mediante un sistema de ecuaciones diferenciales acoplado a través
de la velocidad de consumo de O, (v). Nos concentraremos en el proceso de
respiracién, la formacién de AT P y el flujo de protones a través de los motores
flagelares. Cada célula estara caracterizada por las concentraciones y los flujos de
estado estacionario, dado que suponemos que la célula es capaz de mantener la
concentracion de metabolitos constante mientras intercambia materia y energia
con su entorno.

D‘é"[ﬁ 4 A“%A' H*

EE

H-I-

y .]n

H v

.
+ <.

Figura 3.1.: Esquema de la transferencia de electrones a través de la CTE.
Extraida de [57]

Para modelar el proceso de respiracién consideraremos que los complejos enzi-
maticos de la CTE se encuentran agrupados en supercomplejos, de esta manera
la velocidad de consumo de Oy (v) serd proporcional al flujo global de electrones
(ve) que tiene lugar en el respirasoma. Este enfoque es compatible con el modelo
de transferencia de electrones a través de la CTE desarrollado por Jin y Bethke
[57]. Estos autores propusieron una expresion sintetizada de la transferencia de
electrones, relacionada, en nuestro caso, con el consumo de Oy. Conceptualmen-
te, el modelo de Jin y Bethke consiste en pensar la transferencia de electrones
en tres pasos principales: un primer paso donde se produce la primera cesion de
electrones (D), un paso de transferencia de electrones (I) y un tltimo paso de
captacién de electrones (A). Entonces, el proceso neto de respiracién comienza
con la oxidacion de un sustrato (D., donador de electrones) y culmina con la
reduccién de un producto (A, aceptor de electrones), dando la reaccién de 6xido
reduccién global [57]:

vpD, + va Ac == vpDT + vaAD (3.2)

donde D, y D representan las formas reducida y oxidada de la especie dadora,
en tanto que A, y A_ representan las formas oxidada y reducida de la especie
aceptora y v; los coeficientes estequiométricos. La reaccion (3.2) estd acoplada
a la translocaciéon de protones desde el interior (H,f,) al exterior (HJ,;) de la
membrana citoplasmética (Figura 3.1). El proceso completo se representa por la

41



Capitulo 3 Modelo para respiracion y fuerza protén motriz

reaccion electrogénica global:

mH;

int

+ vpDe + va Ay S vpDF + vaAD + mHT

ext

(3.3)

donde m es el ntimero de H que se transloca por cada D, (A.) que se oxida
(reduce).

La afinidad de esta reaccién (3.3) estard dada por la diferencia entre el aporte
que hacen los potenciales de 6xido reduccion de las reacciones de oxidaciéon de
D, y reduccién de A, (AFE) y el potencial de membrana que deben superar los
protones para ser translocados, o Ap. Al transferirse n. electrones a través de la
CTE y translocarse m protones, la afinidad (A;) ! global estard dada por:

Ay =n.FAE —mFAp (3.4)

Donde F' se corresponde con la constante de Faraday. El potencial AE obedece
la ley de Nernst:

[ [D¥]° [y [A-]
PP T (3:5)

_ 0
AE = AE" — neF In (

en donde AE? es la diferencia entre los potenciales de éxido reduccién para
las mismas reacciones que AF, pero en una condiciéon estandar. Para sistemas
bioldgicos se considera un pH° = 7.

Por su parte, Ap es la fuerza protén motriz intermembrana a la cual ya hicimos
referencia en el Capitulo 1.

El Ap tiene dos contribuciones: la diferencia de potencial electroquimico pro-
ducido por la diferencia de concentracién de iones tales como Na™, KT etc (Av))
y la diferencia de pH (pH;nt—pHezt) @ un lado y otro de la membrana citoplasma-
tica. El Ap estard definido como:

In(10) RT
Ap = A’QD + <F)1 (sznt - pHext) (36)
o bien, en términos de la concentracion de protones externa ([H,] e interna
[Hindl):
RT [H,]
Ap=A —1In ezt 3.7
) 0

Siendo R la constante universal de los gases ideales y T' la temperatura.

'Recordemos que la afinidad para una reaccién quimica estd definida por: A F = Z Vi i,

3
siendo v; el coeficiente estequiométrico y u; el potencial quimico de la especie @ [95] (co-
munmente simbolizada como A, en este trabajo la llamaremos A; para no confundirla con
la especie aceptora de electrones)
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En la evaluacion de la velocidad de consumo de Oy consideramos un respiraso-
ma formado por los complejos NADH deshidrogenasa y quinol oxidasa de la CTE
(Tabla 1.1). En este caso la especie donadora (D.) de electrones es el cofactor
NADH, en tanto que la aceptora (A.) se corresponde con el O,. Asi la ecuacion
(3.3) resulta:

m, H;

n

. + 2(NADH+H") + 10y = 2NAD" + 2H,O + m,H,

ext (38)
De acuerdo a como hemos construido la ecuacién estequiométrica 3.8, v repre-
senta la velocidad de consumo de O, que no debe confundirse con la velocidad
de transporte de electrones (v.), la cual se relaciona con v mediante la relaciéon
v. = 4v, dado que son necesarios 4 electrones para reducir una molécula de Os.

Se recuerda en este punto que no hemos considerado el complejo fumarato
reductasa por su bajo potencial 6xido-reduccion y que éste no transloca protones
(ver Tabla 1.1 ).

El Ap generado por el proceso descripto en la ecuacién (3.8) es utilizado por
la célula para generar AT P, para este proceso consideramos un flujo de sintesis

(Jarp):

marp HI-, + ADP + Pi 2™ H,0 + ATP + murp Hi, (3.9)

X

en donde marp es el nimero de protones que ingresa por cada AT P que se
sintetiza. Teniendo en cuenta que la sintesis de AT P esta fuertemente acoplada
al Ap, fijamos este ntimero en 3 [60, 119]. Por otro lado, dado que las medidas
de la relacion H* /e~ en la CTE son realizadas usualmente en condiciones en
las que Ap es mas bien pequeno, la fuerza que se opone al movimiento de los
protones no tiene efecto. Si la relacién H™ /e~ puede variar de acuerdo al valor de
Ap entonces esta debe disminuir ante un alto Ap [135, 129]. En otras palabras,
existe una relacién funcional entre m, y Ap. En nuestro modelo consideramos
esta dependencia a través de una relacion lineal entre m,, y Ap :

m, =—aAp + b (3.10)

a =60 y b = 21 fueron calculadas utilizando los datos de [135].

En el proceso de transporte de electrones se translocan protones desde el inte-
rior de la bacteria al exterior (espacio periplasmatico), mientras que en la sintesis
de ATP, se requiere del pasaje de protones a través de la F,F} en sentido contra-
rio. Estos dos procesos influyen en la concentraciéon de protones dentro ([H;,]) v
fuera de la célula ([H.,]) y por lo tanto en el Ap. Podemos pensar en un entorno
que mantenga su pH constante, entonces un cambio en el valor del Ap estara
asociado a un cambio de [H;,].

Para una bacteria en un medio aerébico, la dindmica entre la translocacion de
H estard acoplada al consumo de Oz(v). Considerando una bacteria individual
con un volumen caracteristico V;, el Ap disponible generado y acoplado a v estara
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descrito por el sistemas:

d[H)
vbidt = —my U+ marp Jarp + Ju
(3.11)
d|O
Vb [dt2] = —v+ J02

La velocidad de consumo de Oy (v), como describiremos con més detalle abajo,

es una funcién de los pardmetros [NADT], [NADH], y las variables [Os] v [H},,];

en tanto que el flujo de formacién de ATP (Jarp) es funcién de [H;,]. Ademas,

int
estos dos flujos dependen de la concentracion de las enzimas intervinientes. El
flujo Jy representa el flujo de protones a través del motor flagelar (pudiendo
haber més de uno) y, con el objeto de considerar el intercambio con el entorno
de la célula, tuvimos en cuenta ademas un flujo de Oy desde el medio hacia la

membrana celular (Jo,).

Los estados estacionarios definidos mediante el vector ([02] , {H + D resultan

int
de la resolucién numérica del sistema (3.11) teniendo en cuenta las distribuciones
para las concentraciones de enzimas (3.1) y para una combinacién definida de
[NAD"] y [NADH] en términos del nimero de motores (n,,.). A continuacién
explicitaremos la dependencia funcional de los cuatro flujos v, Jarp, Jo, v Ju
respecto de los parametros y variables para luego abordar los resultados de la

resolucién del sistema (3.11).

3.2.1. Expresiones para los flujos
3.2.1.1. Velocidad de Respiracién

Como expresdramos antes, el consumo de O debido a la respiracion (v) es
proporcional al flujo de electrones en la CTE, por lo que optamos por usar la
expresion desarrollada por Jin and Bethke [57]. En este marco de ideas, la trans-
ferencia de electrones consiste en tres pasos principales (Figura 3.1): un primer
paso donde se produce la primera cesién de electrones (D), un paso de transfe-
rencia de electrones (I) y un tltimo paso de captacién de electrones (A). Basados
en la idea de que, en estado estacionario, cada paso de una reacciéon electrogénica
global ocurre a la velocidad neta de la reaccion global, estos autores desarrollaron
una expresion cinética global para el transporte de electrones para los casos en
que a alguno de estos tres pasos (D, I o A) se le asocia la mayor afinidad. A
continuacion desarrollaremos los elementos centrales usados en nuestro modelo.

Para una bacteria en un medio con disponibilidad de O,, consideramos que el
paso que consume la mayor cantidad de fuerza termodinamica es el aceptor de
electrones (la reduccién de Oz). La capacidad de flujo neto de electrones (v™), sin
tener en cuenta los aspectos termodindmicos, es la del paso (A) (Figura 3.1). Por
lo tanto, la expresion cinética para vtes [57]:

vt = kT [Epes) (0] [c2] (3.12)
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En donde k% es la constante cinética del paso de aceptores de electrones, [Fges]
es la concentracién de la enzima que cataliza la reduccién del Oy (respirasoma)
y [co] la concentracion de la coenzima ¢y (Figura 3.1).

Como comentdramos antes, en la ecuacion (3.12) v™ tiene en cuenta solo fac-
tores cinéticos del paso (A). Para obtener un flujo global que considere el aspecto
termodinamica de toda la reaccién, utilizamos la expresion para el flujo de elec-
trones (v.) como [57]:

ve =v" Fr (3.13)

donde Fr es el factor de potencial termodinamico global. Este factor tiene
en cuenta la temperatura (7') y la afinidad global de la reaccién (Ay) (3.4),
corregido por el factor y, cuyo valor depende de cémo esta distribuida la fuerza
termodinamica en cada paso individual y de como esta escrita la reaccion global

17].

Af
Fr=1-— _— 3.14
e exp( xRT) ( )

Para incluir los procesos que ocurren en los pasos anteriores al paso (A), debe
introducirse el factor dador de electrones (Fp), el cual se intruce a través de [c,].
Introduciendo los factores Frr y Fp, la expresion de v, quedaria [57]:

Ve = kE [ERes] [02] FD FT (315)

donde Fp tiene en cuenta la concentracion del metabolito donde comienza
el proceso de respiracién (complejo NADH deshidrogenasa) y la diferencia de
potencial aportada por la reacciéon de oxidaciéon de éste (Tabla 1.1).

El factor Fp toma una forma diferente de acuerdo a la eleccién del paso de-
terminante. Puesto que hemos escogido la reaccién de reduccion de Oy como tal
(Tabla 1.1), la expresion para el factor Fp tiene la forma [57]:

1

Ip = NAD+
1+ KNADH ([[NADH]})

(3.16)

donde Knyapg es un factor que relaciona el potencial de oxido-reduccion del
par NADT/NADH y Ap, cuya expresién viene dada por:

neF (AE?VADH + AE(I)) — (mNADH) FAp
2RT

Kyapu = exp [— (3.17)

donde AEY es el potencial estdandar de éxido reduccién de las reacciones invo-
lucradas en los pasos intermedios: estos son la reduccién y oxidacién de UQ. En
tanto que myapy se corresponde con el nimero de protones translocados en el
complejo NADH deshidrogenasa y n. con el niimero de electrones transferidos a
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través de la CTE.
Con todo ello, la expresion final para la velocidad de consumo de Os (v):

vV = ]{30 [ERES] [02] FD FT (318)

Esta tinica expresion para v contiene los efectos de los pasos de éxido-reduccion
de la CTE y los efectos termodinamicos de ésta. La constante cinética ko(ky =
k1 /4) es una constante efectiva la cual fue elegida en un rango tal que v acordara
con los valores fisioldgicos para E. coli [64, 16].

Por ultimo, para considerar la distribucion poblacional de la enzima FEg., tu-
vimos en cuenta los datos de cuantificacion proteémica en E. coli [123] en células
individuales, los cuales establecen una concentracién media para la enzima CydA
del complejo quinol oxidasa bd. Considerando para F. coli un respirasoma forma-
do por NuoA-N:CydAB [116], [Eg.s] media seria de 485 moléculas por bacteria
con sus correspondientes parametros de distribucién (Tabla 3.1).

3.2.1.2. Flujo de ATP

Con el objeto de contar con una relaciéon funcional entre el flujo de sintesis de
ATP (Jarp) con Ap, consideramos los datos cinéticos obtenidos de la reconstruc-
ci6én de la enzima F, F en liposomas con Ap variable [53, 113]. Del ajuste de estos
datos se tiene la expresion (3.19), en términos de moléculas de AT P sintetizadas
por molécula de enzima F,F; por segundo.

20
1+ (0 625)({]_];“}) |
’ [H,]

ext

Jarp = ki [FoF] (3.19)

La constante cinética k; la fijamos en 320 s~! teniendo en cuenta lo determi-
nado por [53].

Nuevamente, para el estudio poblacional tuvimos en cuenta los datos de la
cantidad de enzima F,F} en células individuales de E. coli [123], y la composicion
de la enzima Fy (a3f37yd€). Teniendo en cuenta esta estequiometria, calculamos
el valor que tendria la concentracion media de la F} considerando este valor como
el de aquella subunidad que arroja el valor maximo (Tabla 3.1).

Tabla 3.1.: Concentraciones medias (en nimero de moléculas de proteinas por
célula) y sus respectivos parametros de la distribuciéon Gamma para las enzimas
ERes y FoFl (05363"}/(5€>

Enzima concentracion a b
media
ERes 485 1,875 242,332
F,F 228 8,55 82,25
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3.2.1.3. Flujo de protones a través del estator para el movimiento de los
flagelos

Como se expuso en el Capitulo 1, los canales de los estatores del motor flagelar
funcionan como canales de transporte de protones, donde el flujo a través de estos
sigue una ley de Ohm:

Ju=n(f) Ap

donde 7(f) es la conductividad del canal. Esta ley es consistente con el hecho
de que el flujo de protones (Jy) estd fuertemente acoplado a la velocidad de
rotacion de los flagelos bacterianos (w) [78] y la dependencia lineal de w con Ap
en los regimenes de bajas y altas w [39] :

w=a(f) Ap (3.20)

donde a(f) es la constante de proporcionalidad determinada para una con-
dicién externa especifica. Estas observaciones fueron realizadas para bacterias
uniflagelares. Utilizando estas relaciones, para el flujo de H™ para una cantidad
de motores (n,0), Jg puede escribirse como:

Ji = Mot 1(f) Ap (3.21)

donde Ap se introduce en unidades de V , n =1,7 105 H*s V=L y n 0 es el
numero de flagelos que posee la bacteria.

3.2.1.4. Flujo externo de O,

Para modelar el flujo de Oy desde el entorno a la célula, consideramos un perfil
de [O,] pseudoestacionario [35]:

J02 = 4 T™Th Dl ([OQ]* — [OQ]) (322)

donde 1y, es el radio de la bacteria, D el coeficiente de difusién de Oy en agua y
[Os]* 1a concentracion de Oy en el liquido que rodea a la bacteria a una distancia
r*, siendo r* > r,. En esta aproximacion no se produce acumulacion de Oy en el
entorno de la célula.

3.3. Analisis de resultados. Resolucion del sistema.
Estados estacionarios

En esta seccién presentaremos y analizaremos el comportamiento de los flujos
evaluados en los estados estacionarios del sistema (3.11), el cual representa el

intercambio de protones entre la célula y su entorno, donde el proceso de respi-
racion es el principal responsable de este intercambio. En primer lugar, haremos
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una breve descripcion de la metodologia seguida para la determinacién numérica
de los estados estacionarios. En segundo lugar, estudiaremos el comportamien-
to de los flujos evaluados en tales estados para diferentes configuraciones de los
parametros intervinientes en el proceso.

Para la implementacién de nuestro modelo en B. diazoefficiens no contamos
con datos de los pardametros necesarios para nuestros calculos; debido a esta difi-
cultad hemos decidido usar datos correspondientes a E.coli cuyo comportamiento
ha sido muy estudiado en diferentes condiciones. Sin embargo, dado que la estruc-
tura del motor flagelar es similar y funciona bajo las mismas premisas, esperamos
que nuestros resultados sean compatibles con los resultados experimentales pre-
sentados en esta Tesis.

En la Tabla 3.2 listamos las expresiones y parametros que se utilizaron para
resolver el sistema (3.11).

Tabla 3.2.: Expresiones y parametros del sistema 3.11

Flujo Parametro Valor Referencia
v ko 9 10%.s71 [64] [16]
T 303 K
JATP k‘l 320 871 [53]
pHext 7
Ju n(f) 1,710 Hts ly—1 [78][39]
Jo, D, 310% um?.s7! [121]
Ty 1 um [121]
[O,]* 0,24 mM [130]

3.3.1. Estados estacionarios

Los estados estacionarios ( [0,], {H;LtD se obtuvieron resolviendo en forma nu-

mérica el sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias acoplado (3.11). El estado
estacionario es aquel para el cual el vector ([02] , {H ) D no cambia con el tiem-

int
po. En el calculo de estos estados consideramos en primer lugar la variabilidad en
la poblacion celular de las cantidades de moléculas correspondientes al complejo
respirasoma Fr.s y las correspondientes a F,F} , cada una de ellas obedeciendo
su correspondiente distribucion Gamma (Tabla 3.1). En este sentido, para cada
par (Egres, Fo,F1) asociamos un estado estacionario ([02] , {H;{lt})

Respecto a los parametros [NADH] y [NAD™], consideramos que durante el
proceso uno se reconvierte en el otro de manera que su suma se mantiene constante
[NADH]+[NAD™]| = C. Por otro lado, la célula necesita una minima produccién
de AT P para funciones asociadas al crecimiento y mantenimiento, por lo que la
presencia de motores puede requerir un aumento del NADH para no comprome-
ter estas necesidades basicas. Dado que en nuestro modelo se puede esperar "una
competencia" de la rotacién de los motores flagelares (Jg) con la sintesis de AT P
(Jarp) por el Ap, suponemos una regulaciéon de la tasa de produccion de NADH
a nivel celular. Esta regulacién mantiene un nivel adecuado de carga energética
intracelular 2. Por ejemplo, en la via glicolitica, la actividad fosfofructoquinasa

2Entendiéndose la carga energética, de acuerdo a la definicién de Atkinson ([5]), como
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aumenta cuando la carga energética es baja, mientras que disminuye cuando la
carga energética es alta. Esta regulacion ocurre en forma alostérica siendo el AT P
una de las moléculas mas importantes para modular la actividad fosfofructoqui-
nasa [18]. Sin embargo, no podemos considerar explicitamente la regulacién de
la fosfofructoquinasa porque nuestro modelo estd restringido al respirasoma, la
F,F, y los motores flagelares, por lo que tomamos en cuenta la regulacion de la
tasa de produccién de NADH de la siguiente manera:

[NADH] = (1 — e~*™mt) + [NADH]’ (3.23)

en donde [NADH]’ es el valor de [NADH] en ausencia de motores y A es un
parametro que estd asociado al «costo» de mantener una cantidad de motores
(Nmet) funcionando.

Dado que en nuestros célculos la magnitud relevante es el cociente ((NADH] / [NADT))
(3.16), usamos la relacion:

[NADH] (o)

f (nmot) = C — [NADH] (nmot)

(3.24)

Teniendo en cuenta que [NADH] + [NAD] = C, podemos escribir [NADH]’
en términos de f (N, = 0):

0 _ f(nmot:o)c
1+f<nmot20)

[NADH]

En condiciones de crecimiento aerébicas las bacterias suelen tener hasta un
méaximo de 8 flagelos por célula [110]. Teniendo el cuenta que el rango de variacion
del cociente ([NADH] / [N AD"]) en estas condiciones se encuentra en el intervalo
0,03-0,2 [26], para [NADH] + [NAD*] = 2,68 mM [10] fijamos A en 0,05 para

respetar el rango de crecimiento aerdbico.

3.3.2. Dispersiones individuales

Como lo explicitamos en la seccién previa, para cada par ([Eges|, [FoF1]) aso-
ciamos un estado estacionario ([02] , [H;;Lt ) mediante el cual estamos en con-
diciones de calcular todos los flujos de entrada y salida para cada estado del
sistema. Por otro lado, si pensamos que a cada célula se le puede asociar un par
([ERes) s [FoF1]), 1la coleccion de estados calculados se puede vincular con una po-
blacién de bacterias. En este sentido, usaremos esta vinculacién para estudiar el
comportamiento poblacional.

Resolviendo el sistema (3.11) para 5000 células con Ny, = 1y Mot = 8;
observamos que los valores de velocidad de consumo de O, individuales (v) se
separan en dos subpoblaciones distinguibles (Figura 3.2). La separacién en dos
subpoblaciones observadas para n,,,, = 1 es mas notable que la que se observa
para N, = 8 (Figura 3.2). Sin embargo, este comportamiento no se ve reflejado

[A[;PT]T[ZB;J[:‘[?J@P], ésta toma valores entre 0 y 1.
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para los valores de Jarp (Figura 3.3) donde, si bien hay una separacién en dos
subpoblaciones, estas no se corresponden con valores diferentes de Jarp.

(a) Npot=1 (b) Nmot=8
Vv V
4x10° L 4x10°
3%10° /"' 3%10°
2x10°%} 2x106 |
1x10° - 1x10° e
0 Epes 0 ’#‘ Epes
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
(c) Nmot=1 (d) Nmot=8
v v
4x108 . . 4x108
3x10° CNEE S 3x10°
2x10°%} 2x10°6 |
1x10° 1x10°
0 SOUP F.F, 0 F.F,
0 200 400 600 800 0 600 800

Figura 3.2.: Distribucion de flujos individuales, en unidades del nimero de mo-
léculas (n) por segundo para una célula; (a) v (np,.s~!) para una poblacién de
5000 células en relacién a Fres para npe = 1 (azul) y (b) npme = 8 (verde).
(c) v (no,.s') para una poblacién de 5000 células en relacién a F,F, para

Nmot = 1 y (d) Nomot = 8.

Un resultado relevante, susceptible de ser comparado con datos observacionales
que se realizan en una poblacién de células, es el estudio de la v media (Vprom) para
la poblacién de bacterias a medida que aumentamos el niimero de flagelos (1,0 )-
Dado que los motores flagelares consumen el gradiente de protones, esperariamos
una mayor v para aquellas poblaciones que tengan un mayor 7,,,. A su vez la
presencia de flagelos no deberia afectar el crecimiento de las bacterias, lo cual
se ve reflejado en la sintesis de AT'P (Jarp), por lo que este flujo en promedio
deberia mantenerse aproximadamente constante para cualquier n,,,. A partir
de nuestros calculos encontramos que, en relacion a la poblacién, las bacterias
CON Nypor = 8 pOSEEN Una Uprom 1,78 veces mas grande que la correspondiente a
Nmot = 1, mientras que, si comparamos para estas mismas poblaciones la media
poblacional de la sintesis de ATP (Jarp,,.,,), este aumenta solo en un 1,15 veces
(Figura 3.4). Este resultado es compatible con el comportamiento poblacional
(Figura 3.3).

Los valores de vp,om para las poblaciones coinciden con el rango de las medi-
das experimentales para E. coli utilizando diferentes sustratos [3], teniendo en
cuenta que los valores de v, graficados en la Figura 3.4 corresponderian, en las
unidades usuales para estas determinaciones y considerando el peso seco de una
célula como 2,8 10713 ¢, a un rango de entre 8 — 20 mmolp,.g~*.h71.
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(a) ; Mmot=1 (b) y Nppot=8
TP
3.0x10 _ _ _ 3.0%10°%
2.5x10° S 2.5%x10°%
2.0x10°%} ' . 2.0x10°%}
1.5x10° 1.5x10°%}
1.0x10° 1.0x10%;
500000 42 500000}
0 E i . .
0 500 1000 1500 2000 % 500 1000 1500  2000"°
(c) NMmot=1 (d) J Nmot=8
P
3.0x168" 3.0x10%
2.6x10° L 25%10°}
2.0%10° = 20x10° 7
1.5%10° 1.5x10°F
1.0%10° 1.0x10°}
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A o 0t FoF.
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Figura 3.3.: Distribucion de flujos individuales, en unidades del niimero de molé-
culas (n) por segundo para una célula; (a) Jarp(narp.s~') para una poblacién
de 5000 células en relacién a Egres para ny,o = 1 (azul) y (b) ny,e = 8 (verde).
(¢) Jarp(narp.s~t) para una poblacién de 5000 células en relaciéon a F,Fy,para
Mot = 1y (d) Npor = 8.

Por otro lado, las estimaciones tedricas y experimentales del J 7p total nece-
sarias para la duplicacién de células arrojan valores de 2,5 10% a 8,3 10° ngrp.s~*
en un amplio rango de condiciones aerébicas con un tiempo de duplicacion celular
de 40 minutos [124], los cuales estarian en el orden de los Jarp calculados (Figura
3.3). Si comparamos el nimero de moléculas de AT P formadas por atomo de Oy
(o relacién P/O) tenemos que para n,,, = 1 esta seria de 0,89, mientras que para
Nmot = 8 este seria de 0,66. Lo que indica, como era de esperar, un mejor aco-
plamiento de la CTE con la sintesis de AT P cuando las bacterias poseen menos
flagelos.

Régimen de nado

Recordando la relacién (3.20), suponiendo que esta es vélida para cualquier
Nmot, tenemos que para el caso de n,,,; = 1, w representa la velocidad angular
de un flagelo, mientras que para el caso de n,,,; = 8, w representa la velocidad
angular del ramillete de flagelos. Al observar la distribucién de las w para las
poblaciones con N = 1 ¥ Ny = 8, vemos que en el caso de n,, = 1 la
mayoria de las células se encuentran en un régimen de menor w (subpoblacion
inferior), mientras que para n,,,, = 8 es mas probable encontrar células con w
por encima de 150 Hz (subpoblacién superior).

Por otro lado y de acuerdo a estudios previos, la relacién entre w y el torque
ejercido por el motor flagelar tiene dos comportamientos distintos (Figura 1.9):
en el rango de bajo w el torque es casi constante y maximo, acercandose a este
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JATPprom

VProm 1.2x10%} e . . [ ] L]
L ]
. ° . .
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. »
600000 . 800000}
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. 400000}
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Figura 3.4.: flujos medios (a) Uprom (no,-57") v (b) Jarp,.n. (narp.s™) en
relacion al nimero de flagelos (n,,,¢) . Los valores medios se calcularon para
5000 puntos.

w
300, , 300

250} : 250
200} 200
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100

50
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(a) (b)

Figura 3.5.: velocidad de rotacién (w) (Hz) de los flagelos para los casos ny, = 1

(azul) y npme = 8 (verde). En relacion a (a) el pardmetro Eges y (b) el pardmetro
F,F;.

valor de torque cuando w = 0, mientras que en el rango mas alto de w el tor-
que disminuye monétonamente con el aumento de w [21]. Este comportamiento
describe una relacion bifasica del torque como funcién de w con dos pendientes,
interrumpida por una transiciéon entre el régimen de torque casi constante y el
régimen de torque decreciente. Esta transicién se produce a una dada relacion
con la temperatura. En E. coli a 24°C' la transicién ocurre a 180H z [39, 21].

Nuestros resultados (Figura 3.5) nos muestran que, dependiendo de la configu-
racion interna de la concentracion enzimatica tanto de respirasoma (Eges) como
de F,F; e independientemente del nimero de flagelos, la poblacién de bacterias
se separa en dos subpoblaciones con un régimen de movilidad distintos. En este
sentido, ambos régimens de movilidad se encuentran originados por procesos me-
tabdlicos en una célula individual. Si bien nuestro modelo no tiene en cuenta la
interaccion del flagelo con su entorno, encontramos que la configuracion interna
de la célula condiciona el estado de movilidad. Este comportamiento bifasico ha
sido observado en experimentos que relacionan el torque con la velocidad angular
del motor flagelar (Figura 1.9).

Si tenemos en cuenta el desacoplamiento de la CTE para las células mas ener-
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gizadas, podemos pensar que para aquellas células en que el Ap tiene valores
méas bajos (menos energia), y por lo tanto poseen un mejor acoplamiento para
la sintesis de AT'P, se les puede asociar un régimen de w baja (recorddndo que
w < Ap), mientras que para aquellas bacterias que poseen una Ap mayor estarian
en un régimen de w altas.

Los parametros de crecimiento macroscopicos provienen de medidas realizadas
sobre una poblacion de células y el resultado de estos puede verse afectado por la
heterogeneidad de la distribucién de proteinas en células individuales [64]. Este
aspecto fue tenido en cuenta al considerar una distribucién Gamma para [Eges]
y [FuF1]. Al hacer la comparacion con datos experimentales estos se ajustan a los
observados previamente [3]. La v, aumenta respecto al niimero de motores para
mantener el J47p con poca variacién. Este comportamiento es una consecuencia
de la regulacién de la relacion NADH/NADY | el cual juega un rol determinante
en la oxidacion de la fuente de carbono.

Resulta interesante poder medir la velocidad especifica de consumo de O,
(go,) (la cual se correlaciona con vy, del modelo presentado en este capitulo)
en situaciones donde el niimero de flagelos de las bacterias pueda hacerse variar en
forma experimental. Un sistema de estas caracteristicas es B. diazoefficiens, donde
los flagelos laterales se expresan diferencialmente en un medio con Ara como
fuente de carbono, pero no en un medio con Mtl como fuente de carbono (Capitulo
1 1.3). Por lo tanto, en el siguiente capitulo describiremos nuestros resultados con
este sistema experimental, donde hemos podido corroborar la relacién existente
entre el nimero de flagelos y el qo,.
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4. Parametros de crecimiento de B.
diazoefficiens y su relacion con
la sintesis de flagelos

Los microorganismos son capaces de oxidar una gran variedad de fuentes de
carbono y energia con una concomitante transferencia de electrones a coenzimas
como NAD(P)* y FAD" para producir sus equivalentes en estado reducido
ademdas de generar AT P in situ a través de la fosforilacién a nivel sustrato. En
condiciones aerdbicas de crecimiento, estas coenzimas se oxidan transfiriendo sus
electrones a la cadena transportadora de electrones (CTE), que se encuentra en
la membrana celular. La CTE transfiere sus electrones hasta un aceptor final,
liberando una importante cantidad de energia. Existen diversos aceptores finales
de electrones, entre los cuales el Oy es el que posee el mayor potencial redox.
Este proceso, como ya hemos mencionado antes, estd acoplado con la sintesis
de ATP (fosforilacién oxidativa) a través de la ATP sintasa (F,F;). E1 ATP es
la principal fuente de energia celular, siendo utilizado tanto para el crecimiento
como para el mantenimiento celular. Los procesos de mantenimiento involucran
un gasto de energia en: mantenimiento de los gradientes de concentracion a través
de la membrana citoplasmética, renovacién de moléculas tales como el ARNm las
cuales son continuamente degradadas y re-sintetizadas dentro de la célula, y en
movilidad celular [130].

B. diazoefficiens es una bacteria de crecimiento lento en condiciones de cultivo
aerébicas en comparacion a otros microorganismos [74]. En medios minimos como
por ejemplo Gotz [41] con L-arabinosa (Ara) o D-manitol (Mtl) como fuentes
de carbono y energia, el tiempo de duplicacion de esta bacteria es similar, con
valores promedios de 21 hs [24]. Como se describié en al Capitulo 1 (Seccién 1.3),
B. diazoefficiens posee dos sistemas de flagelos (subpolar y lateral), y es capaz
de expresar ambos en medio liquido cuando crece utilizando Ara como fuente de
carbono, mientras que si se utiliza Mtl solo expresa el flagelo subpolar. Puesto
que los flagelos laterales parecen ser movidos por el Ap derivado de la respiracion
aerébica [58], propusimos la hipétesis de que la permisividad de la biosintesis de
los flagelos laterales podria relacionarse con un mayor Ap generado en Ara.

Segun nuestro conocimiento no existen reportes que apoyen esta hipotesis pero
resultados reportados en 1940 para una cepa de rizobios noduladores de soja [126]
mostraron que la tasa de consumo de Oy fue mayor en medios suplementados con
Ara respecto de los suplementados con Mtl. Sin embargo, estos estudios no se han
confirmado con técnicas mas modernas y cepas bien caracterizadas. Teniendo en
cuenta lo anteriormente expuesto, nos propusimos estimar la velocidad especifica
de consumo de Os (qoymaz) de B. diazoefficiens creciendo en cultivo batch en
biorreactor. El empleo de biorreactores para la realizacion de los cultivos batch,
permite controlar el caudal de aire de ingreso al biorreactor, que junto con la
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posibilidad de mediciéon de la composiciéon de los gases de ingreso y egreso del
equipo, nos permiten realizar el calculo de las velocidades de consumo de Oy y
produccién de CO5 mediante los balances en fase gaseosa descriptos en el Capitulo
2 (subseccion 2.2.3.4).

Los cultivos batch, o cultivos discontinuos son sistemas cerrados que contie-
nen todos los nutrientes necesarios para suplir las necesidades fisiologicas del
organismo. Mientras los sustratos se encuentran en exceso en el medio de cul-
tivo, la velocidad especifica de crecimiento es maxima (f;q:) v €l crecimiento
es exponencial. Posteriormente, cuando disminuye la concentracién de sustratos,
el crecimiento se hace més lento hasta llegar a la fase de no crecimiento o fase
estacionaria donde el sustrato estequiométricamente limitante se acaba. En un
cultivo tipo batch, la concentracion de biomasa, sustratos, etc. cambian con el
tiempo, por lo tanto, es dificil separar la respuesta fisiologica a la modificacion de
una variable determinada de los cambios inherentes a este sistema de cultivo. Sin
embargo, es el cultivo mas sencillo y 1til para la caracterizacion de parametros
estequiométricos y cinéticos de crecimiento microbiano. En un sistema de cultivo
batch, durante la fase de crecimiento exponencial todas las velocidades especificas
son maximas y constantes y, si consideramos un mezclado perfecto, se pueden
calcular los parametros estequiométricos y cinéticos de crecimiento que caracteri-
zan fisiolégicamente a los microorganismos. Como ya expresaramos en Materiales
y Métodos (subseccion 2.2.3.4) el qp, estimado para un cultivo batch en fase de
crecimiento exponencial serd el maximo (qoymaz)-

4.1. Cultivos en biorreactor

Mediante el balance de gases a la entrada y salida del biorreactor se calcula
la velocidad volumétrica de consumo de Oy (ro, (2.9)), con la que se calcula el
qOymaz, teniendo en cuenta la biomasa producida (2.10). Puesto que los valores
de velocidad especifica maxima de crecimiento son bajos para B. diazoefficiens
en comparaciéon a otros microorganismos, el go,mqe: para este microorganismo
también resultaria bajo. Por lo tanto, es necesario contar con una gran masa de
microorganismos (X)) para alcanzar velocidades volumétricas de consumo de Oy
(ro,) tales que nos permitan detectar una diferencia en la composicién de los
gases de entrada y salida del biorreactor, y asi poder calcular el go,ma.. En una
primera prueba utilizamos un fermentador de 1,51 de capacidad alimentado con
aire en una relacién de volumen de aire por volumen de liquido por minuto (VVM)
de 0,28. Utilizando este equipo no pudimos observar una diferencia significativa
en la composicion de los gases en la entrada y salida del fermentador por lo que
consideramos la utilizaciéon de otro biorreactor con un volumen util de 4 a 51y
una alimentacién de aire lo més baja posible para hacer mas visible la diferencia
en la composicion de los gases de entrada y salida del biorreactor en los cultivos
de B. diazoefficiens.

En estas condiciones realizamos cultivos tipo batch en biorreactor! de B. dia-
zoefficiens LP 3004 (salvaje resistente a estreptomicina derivada de la cepa tipo

'Los experimentos realizados en biorreactor, de los cuales se exponen los resultados
en este capitulo, fueron realizados en el Centro de Investigacion y Desarrollo en
Fermentadores Industriales (CINDEFI) bajo la supervisién y colaboracion de la
Dra. Ma. Flavia Luna.
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USDA 110, [72]) y de B. diazoefficiens lafR::Km (mutante insercional de USDA
110 en la secuencia codificante del regulador maestro del flagelo lateral, [83]) uti-
lizando el medio de cultivo HME-Ara o HME-Mtl. En estas condiciones, la cepa
salvaje expresa ambos tipos de flagelos en Ara pero no en Mtl, mientras que la
cepa mutante es incapaz de expresar los flagelos laterales en HME-Ara, inclu-
yendo no solo a los filamentos sino también a todas las estructuras del motor y
estator de estos flagelos. Con estos cultivos, procedimos a medir el ¢o,mar ¥ Otros
parametros de crecimiento de estas dos cepas en cada medio de cultivo. Asi, los
cultivos realizados con la cepa salvaje nos permitieron observar los efectos del ni-
mero de flagelos sobre el go,maz, mientras que los cultivos realizados con la cepa
mutante nos permitieron comparar los valores de go,mae: €n HME-Ara respecto
de HME-Mtl cuando la cepa no presenta diferencias en el nimero de flagelos.
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r r
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— 28 T —
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Figura 4.1.: Gréficas superiores: Cinéticas de crecimiento en biomasa (g/1) y de
consumo de sustrato (g/1) de LP 3004 crecida en biorreactor utilizando como
medio de cultivo (a) HME-Mtl o (b) HME-Ara. Gréficas inferiores: regresiones
de los pares {In(X),t} que se ajustan a la recta In(X) = In(Xg) + fiymaz ¢ para
la determinacion de 4, para dos réplicas biolégicas de LP 3004 crecida en
biorreactor utilizando como medio de cultivo (¢c) HME-Mtl o (d) HME-Ara.
Los valores de los tiempos de inicio de las regresiones (c) y (d) se corrieron
solamente a los fines ilustrativos.

4.1.1. Parametros de crecimiento de LP 3004

Para los cultivos de la cepa salvaje LP 3004 realizados en biorreactor regis-
tramos la biomasa en términos de peso seco, como asi también la concentracion
remanente de fuente de carbono (sustrato) para cada muestra, obteniendo las
curvas de crecimiento y consumo de sustrato que se muestran en la Figura 4.1.
Se observd que el crecimiento de la cepa salvaje en ambos medios de cultivo no
presenté diferencias en términos de la velocidad especifica de crecimiento (fimaz)
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ya que al hacer la regresion de los pesos secos los valores resultaron similares
(Tabla 4.1) y (Figuras 4.1 ¢ y d). Con respecto al valor de ¢o,ma. calculado para
los cultivos realizados en HME-Ara, éste fue casi tres veces el registrado para
los de HME-Mtl, confirmando las observaciones previas [126]. Por otra parte, en
HME-Mtl se obtuvo un rendimiento en biomasa mayor (y,/s) respecto al obser-
vado para HME-Ara (Tabla 4.1), mientras que, los valores de velocidad especifica
de consumo de sustrato (¢smaz) ¥y de produccion de COy (¢coymaz) estimados,
en concordancia con el go,mas, fueron tres veces mayores en HME-Ara que en
HME-Mtl.

Para corroborar que la cepa salvaje haya expresado los flagelos en forma di-
ferencial en los cultivos realizados en biorreactor con HME-Ara, realizamos la
extraccion de flagelinas de ambos cultivos y su posterior separacion por electro-
foresis en gel de poliacrilamida. En concordancia con observaciones previas [24],
en los cultivos de LP 3004 realizados en HME-Mtl solo se observé la presencia de
las flagelinas de alta masa molecular que constituyen el flagelo subpolar (FliC),
mientras que en los realizados en HME-Ara se observaron éstas y ademas las de
baja masa molecular, correspondientes al flagelo lateral (LafA) (Figura 4.2 a'y

b).

FliC

LafA LafA

(a) (b) (<) (d)

Figura 4.2.: Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-
PAGE) para las proteinas extracelulares de LP 3004 cultivada en (a) HME-Mtl
y (b) HME-Ara, o para las de lafR::Km cultivada en (¢) HME-Mtl y (d) HME-
Ara. En ambos geles la calle 1 se corresponde con un estandar de las flagelinas
purificadas y la 2 con la muestra correspondiente.
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4.1 Cultivos en biorreactor

Tabla 4.1.: Pardametros de crecimiento en biorreactor para la cepa salvaje LP
3004 y para la mutante laf R::Km en fase exponencial

LP 3004
Pardmetro HME-Mtl ~ HME-Ara Relacién Ara/Mtl
Limas (R 1) 0,04+0,01 0,04=£0,02 1,0
q0ymaz(mmol.g~ h™1) 0,86 +0,02 2,53+0,11 2,9
Yu/s(C'—mol.Cmol™") 0,54+0,1 0,274+0,08 0,5
qSmaz(mC —mol.g~*.h™1) 2,81 +0,46 7,66+ 0,47 2,7
GeOymaz(mmol.g~ k1) 0,67 £0,03 2,39+ 0,05 3,6
lafR::Km
Pardmetro HME-Mtl ~ HME-Ara  Relacién Ara/Mtl
Umaz(R71) 0,03+=0,01 0,03=x+0,01 ,

qOymaz(mmol.g~th™1) 1,264+0,12 1,63 +0,07
Yass(C — mol.Cmol™)  0,52+0,13 0,41 +0,07
GSmaz(mC —mol.g~*.h™Y) 2,17+0,34 2,940,64
4COymaz(mmol.g7t.h=1) 0,604 0,01 1,054 0,08

—_ = O = =
N W 0 W O

4.1.2. Pardametros de crecimiento del mutante /afR::Km

Como estrategia adicional, para evaluar si la presencia diferencial de los fla-
gelos contribuyé a las diferencias observadas en los parametros de crecimiento
de la cepa salvaje B. diazoefficiens LP 3004 en HME-Ara respecto de HME-Mtl,
realizamos estos mismos cultivos batch en biorreactor con la mutante lafR::Km.
Como describiéramos antes, esta cepa es incapaz de expresar el sistema de flagelos
laterales en HME-Ara, por lo que esperariamos que la cepa mutante no consuma
la misma cantidad de energia que la cepa salvaje ya que no tiene que mantener
estas estructuras. En este sentido esta cepa es un modelo similar a la condicion
donde se tiene un tnico flagelo en el modelo propuesto en el Capitulo 3 (Figura
3.2).

El andlisis de los resultados mostré que los parametros de crecimiento (fmae ¥
GOymaz) de la mutante lafR::Km creciendo en HME-Ara comparados con los de
HME-Mtl fueron similares (Tabla 4.1), e incluso la pi,4, de la mutante lafR::Km
fue similar a la observada para LP 3004 en ambos medios (Figura 4.3).

La mutante lafR::Km es incapaz de expresar los flagelos laterales, por lo que
podemos pensar que su requerimiento de AT P en términos de mantenimiento ce-
lular en HME-Ara fuera semejante al de los cultivos en HME-Mtl. Para corroborar
que los flagelos laterales estuvieran efectivamente ausentes en los biorreactores hi-
cimos una extraccion de las flagelinas y su posterior separacion por electroforesis
en gel de poliacrilamida. En concordancia con el efecto esperado de la mutacion,
en los cultivos de lafR::Km realizados tanto en HME-Mtl como en HME-Ara solo
se observo la presencia de las flagelinas que constituyen el flagelo subpolar (FliC)
(Figura 4.2 c y d).
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Figura 4.3.: Graficas superiores: Cinéticas de crecimiento en biomasa (g/1) y
consumo de sustrato (g/1) de B. diazoefficiens lafR::Km crecida en biorreac-
tor utilizando como medio de cultivo (a) HME-Mtl o (b) HME-Ara. Gréficas
inferiores: Regresiones de los pares {In(X),¢} para la determinacion de fiq.
para dos réplicas biolégicas de B. diazoefficiens lafR::Km crecida en biorreac-
tor utilizando como medio de cultivo (¢) HME-Mtl o (d) HME-Ara. Las escalas
temporales en (¢) y (d) se corrieron solamente a los fines ilustrativos.

60



4.2 Competicién en crecimiento

4.2. Competicion en crecimiento

Las diferencias que se observaron en los valores de qo, .., ¥ en ¥./s en los
cultivos realizados tanto con la cepa salvaje como con la mutante sugieren que
este mutante podria competir exitosamente con la cepa salvaje si ambas especies
son cultivadas juntas. Para investigar esta posibilidad, co-inoculamos las cepas en
medios liquidos HME-Ara y en HME-Mtl y las crecimos hasta fase exponencial
tardia, registrando el nimero final de viables para luego diluir estos cultivos en
medio fresco y repetir las mediciones. Al cabo de tres cultivos consecutivos de co-
inoculacién se observo un mayor porcentaje de viables la cepa lafR::Km respecto
de LP 3004 para los cultivos realizados en HME-Ara (Figura 4.4).

140 - HME-Ara HME-Mtl
120 -
m
2 100 -
[
=
o
g &0
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a M uspa11o
@ 60
o B /afR:Km
+1
£ 40 -
=
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Figura 4.4.: Recuentos en placa (UFC,10%.ml™!) en los medios de cultivo HME-
Ara y HME-Mtl de las cepas salvaje y mutante carente de flagelos laterales.

De acuerdo a lo expuesto en este capitulo, el crecimiento de B. diazoefficiens
con Mtl o con Ara como fuente de carbono y energia lleva a diferencias en el
comportamiento fisiologico de la bacteria, aun cuando con ambos nutrientes el
microorganismo crece a la misma fi,,q.. El analisis de los pardmetros de crecimien-
to de B. diazoefficiens LP 3004 (Tabla 4.1) indica que, utilizando Ara el qo,maz
de esta cepa es tres veces mayor que si se la cultiva utilizando Mtl. Esta diferencia
podria deberse a que B. diazoefficiens expresa los flagelos laterales en HME-Ara,
mientras que en HME-Mtl no se ha detectado su presencia (Figura 4.2). Por lo
tanto, ese mayor consumo de Os en los cultivos con Ara estaria asociado a una
producciéon de energia extra relacionada con funciones de mantenimiento entre
las que se encuentran incluidas la sintesis de proteinas de los flagelos laterales y
la rotacion de los mismos.

Por otro lado, el andlisis del modelo propuesto en el Capitulo 3 para estudiar
la contribuciéon de la Ap al movimiento de los flagelos y a la sintesis de AT P
nos sugiere que la capacidad de las bacterias para sintetizar flagelos las conduci-
ria a un estado de mayor consumo de Oy sin que esto implicara necesariamente
una mayor produccion de AT P, es decir, a un consumo de Oy desacoplado de la
produccién de AT P, regulado por el estado energético de la célula. Por lo tanto,
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este modelo propuesto se ajusta al comportamiento observado en los cultivos con
Ara y contribuye a explicar los mayores valores de qo,me: en HME-Ara respec-
to de HME-Mtl. En concordancia con esta hipotesis observamos que la mutante
lafR::Km, la cual no puede expresar los flagelos laterales, no presenta esta dife-
rencia en el go,ma: al ser crecida tanto en HME-Ara como en HME-Mtl (Tabla
4.1). Ademas al ser crecidas juntas en HME-Ara, lafR::Km es mas competitiva
en el crecimiento respecto de la cepa salvaje (Figura 4.4), lo que indicaria que la
expresion y funcionamiento de los flagelos laterales insumen en esta bacteria una
importante cantidad de energia.

Estos experimentos se realizaron utilizando dos fuentes de carbono diferentes
(Ara o Mtl), que parecerian metabolizarse por vias catabdlicas distintas [122].
Al momento de inicio de este trabajo de Tesis, las vias de degradacién de Ara y
Mtl en B. diazoefficiens se encontraban parcialmente descriptas. Esto nos motivo
a que estudiemos las vias metabodlicas que podrian estar activas en una u otra
condicién a partir del analisis proteémico en cada condicién de cultivo, lo cual se
detallara en el capitulo siguiente.
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5. Protedmica de B. diazoefficiens
cultivada con Ara o Mtl como
fuentes de carbono y energia

Hemos mostrado en el Capitulo 4 que el consumo de Oy para la cepa salvaje
es mayor cuando la cultivamos en HME-Ara respecto de cuando lo hacemos en
HME-Mtl (Tabla 4.1), y hemos atribuido esa diferencia a la expresién diferencial
de los flagelos laterales en HME-Ara, lo cual generaria un consumo de energia de
mantenimiento mayor que en HME-Mtl, tal como lo predice el modelo presentado
en el Capitulo 3. Sin embargo, las evidencias disponibles indican que la fuente de
carbono con la que se suplementa cada medio (Ara o Mtl) podria metabolizarse
por vias diferentes en rizobios [122] por lo que no podriamos descartar que haya
rendimientos energéticos diferentes en una u otra fuente de carbono. Si esto es asi,
las diferencias observadas en los pardmetros de crecimiento como go,ma. podrian
deberse a diferencias de eficiencia energética en vez de diferencias de consumo de
energia por parte de los flagelos. La elucidacién de esta cuestién también podria
ayudar a entender cual podria ser el efector de la regulacion del flagelo lateral.

Estas vias han sido estudiadas parcialmente y no se cuenta con informacién
muy precisa para B. diazoefficiens. Para estudiar e inferir las vias metabdlicas
activas en una u otra condiciéon realizamos un estudio de la proteémica de B.
diazoefficiens cultivada en HME-Mtl o en HME-Ara con el fin de identificar las
enzimas catabdlicas presentes en cada condicién. A partir de estos datos, calcu-
lamos la estequiometria de cada via, y con ella, pudimos estimar las respectivas
eficiencias energéticas.

5.1. Analisis de los proteomas obtenidos

Las proteinas extraidas de los cultivos de B. diazoefficiens constaron de dos
fracciones: una microsomal y otra soluble. De esta manera, en la primer frac-
cién se extrajo la mayor parte de proteinas de membrana (de aqui en adelante,
fracciéon membrana) mientras que la segunda fraccién se enriquecié en protei-
nas de citoplasma (de aqui en adelante, fraccién citoplasma). Ambas fracciones
fueron sometidas a digestion triptica, y los perfiles peptidicos resultantes fueron
comparados con los de una digestion in silico del proteoma de B. diazoefficiens
USDA 110 mediante el programa Proteome Discoverer (Thermo Scientific, ver-
sién 1.4) y de esta manera se identificaron un total de 3334 proteinas, las cuales
representaron un 40 % del total de las proteinas predichas en el proteoma de B.
diazoefficiens USDA 110 [59].

Comparamos el nivel de expresion de las proteinas provenientes de los culti-
vos en HME-Ara respecto de las provenientes de HME-Mtl para las fracciones
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de membrana por un lado, y las fracciones citoplasma por el otro. Las protei-
nas sobreexpresadas o expresadas exclusivamente en una u otra de las fracciones
—citoplasmatica o de membrana— en los cultivos realizados en HME-Ara respec-
to de los realizados en HME-Mtl fueron catalogadas como Ara-Dif, mientras
que aquellas proteinas que se sobreexpresaron o se expresaron exclusivamente
en HME-Mtl respecto de HME-Ara fueron catalogadas como Mtl-Dif. De este
andlisis, 237 proteinas resultaron estar en el conjunto Ara-Dif, de las cuales 91
se encontraban expresadas en ambas fracciones (citoplasma y de membrana, no
necesariamente en forma diferencial); mientras que 266 proteinas resultaron per-
tenecer al conjunto Mtl-Dif, de las cuales 115 se encontraban expresadas en ambas
fracciones de citoplasma y membrana, no necesariamente en forma diferencial.

Las proteinas diferenciales fueron clasificadas en Cluster of Orthologous Groups
(COGs)! | resultando una mayor proporcién de proteinas relacionadas al trans-
porte y metabolismo de carbohidratos (grupo G) en Mtl-Dif respecto de Ara-Dif,
mientras que las proteinas relacionadas a la movilidad y la transduccion de senales
fueron mas abundantes en Ara-Dif (Figura 5.1).

Las proteinas diferenciales fueron clasificadas utilizando bases de datos como
Uniprot? y RhizoBase® de acuerdo a sus funciones especificas en B. diazoefficiens.
Dentro de las proteinas analizadas encontramos aquellas que intervienen en rutas
especificas del catabolismo de los hidratos de carbono. Algunas de estas rutas
ya se encontraban descriptas para B. diazoefficiens. Del conjunto de proteinas
diferenciales y utilizando bases de datos como KEGG pathway* y MetaCyc® se
pudieron reconstruir y proponer las rutas a través de las cuales se metabolizan
Ara y Mtl en B. diazoefficiens para estas condiciones de cultivo. A su vez se iden-
tificaron proteinas relacionadas con la sintesis de cofactores de 6xido-reduccion.
Dentro de las proteinas que cumplen funciones estructurales como las flagelinas,
en particular, como ya habiamos observado antes, se identificaron como dife-
renciales a las flagelinas que conforman la estructura del flagelo lateral solo en
Ara-Dif. La clasificacién en COGs resulté en una mayor proporcién de proteinas
relacionadas al transporte y metabolismo de carbohidratos (grupo G) en Mtl-Dif
respecto de Ara-Dif, mientras que las proteinas relacionadas a la movilidad y la
transduccion de sefiales fueron mayores en Ara-Dif (Figura 5.1).

5.2. Catabolismo de Ara y Mtl en B. diazoefficiens

Conocer el mapa metabdlico del catabolismo de cada fuente de carbono es im-
portante en el sentido de que pueden obtenerse balances de rendimiento energético
para una u otra fuente de carbono.

A partir del conjunto de proteinas diferenciales identificadas y caracterizadas
usando RhizoBase y Uniprot se pudieron reconstruir y proponer las rutas a través
de las cuales se metabolizarian Ara y Mtl en B. diazoefficiens para estas condi-
ciones de cultivo, mediante el empleo de KEGG pathway y MetaCyc. De esta
manera pudimos detectar en Ara-Dif a una buena cantidad de proteinas ya des-

Thttp:/ /weizhongli-lab.org/webMGA

http:/ /www.uniprot.org/
3http://genome.annotation.jp/rhizobase/Bradyrhizobium
4http:/ /www.genome.jp/kegg/genes.html
Shttp://metacyc.org/
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5.2 Catabolismo de Ara y Mtl en B. diazoefficiens
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Funcién (COG)

C: Produccion y conversion de energfa; D: Control del ciclo celutar, division, particion
cromosdémica; E: Transporte y metabolismo de aminoécidos; F: Transporte y metabolismo de
nucledtidos; G: Transporte y metabolismo de carbohidratos; H: Transporte y metabolismo de
coenzimas; I Transporte y metabolismo de Hpidos; J:Traduccién, estructura ribosomal y
biogénesis; K: Transcripcion; L:Replicacion, recombinacion y reparacion;

M: Biogénesis de pared celular, membranas y envolturas; N: movilidad celular;

0: Modificaciones postraduccionales, recambio de proteinas y chaperonas; P: Transporte y
metabolismo de iones inorgdnicos; Q: Biosintesis, transporte y catabolismo de metabolitos
secundarios; S: Funcion desconocida; T: Mecanismo de transduccion de sefiales;

U: Transporte intracelular, secrecidn y transporte vesicular; V: mecanismos de defensa

Figura 5.1.: Histograma de la clasificacién de las proteinas Ara-Dif y Mtl-Dif
segin su funciéon de acuerdo a la base de datos Cluster Orthologous Groups
(COGs). No se observaron todas las funciones para los grupos Ara-Dif y Mtl-
Dif.

criptas para la via de Ara [90, 62], mientras que en Mtl-Dif detectamos proteinas
correspondientes a la via PP y, para nuestra sorpresa, proteinas pertenecientes al
ciclo de Calvin-Benson-Bassham (CBB), el cual no se habia descripto atin para la
degradacion de Mtl en B. diazoefficiens. Asimismo, identificamos proteinas rela-
cionadas con la sintesis de cofactores de éxido-reduccion, y varias de las proteinas
que son compartidas por la oxidacién de ambas fuentes de carbono, como es el
caso de las enzimas que catalizan el ciclo de los dcidos tricarboxilicos (TCA, por
su abreviatura en inglés). Dentro de las proteinas que cumplen funciones estruc-
turales como las flagelinas, en particular, como ya habiamos observado antes, se
identificaron como diferenciales a las flagelinas que conforman la estructura del
flagelo lateral solo en Ara-Dif. Asi, a partir de las proteinas expresadas en for-
ma diferencial hipotetizamos cuales serian las vias activas en la degradacion de
cada fuente de carbono. Luego, confirmamos que todas las restantes enzimas de
cada via hayan sido detectadas por nosotros en nuestro proteoma (ProteomeX-
change (PXD008263)) y basandonos en KEGG pathway obtuvimos los balances
estequiométricos para cada caso, a fin de inferir el rendimiento energético que pu-
diera tener Ara o Mtl. Detallamos a continuacion las enzimas identificadas para
estas vias metabolicas y la reconstruccién de las mismas.
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5.2.1. Oxidacion de Ara

Tabla 5.1.: Proteinas Ara-Dif que tienen un rol en la ruta de oxidacién de Ara.
Las enzimas subrayadas estuvieron presentes solo en Ara.

Locus Proteina Gen Descripcion Nivel de expresion
(Rhizobase) ID diferencial®
(Uniprot) log, (areapy/arear,)
Citoplasma Membrana
Q89ST4 Probable Solo en -
NADH-ubiquinona Ara
oxidoreductasa cadena F
Q89R43 Hidroxipiruvato isomerasa N Solo en
Ara
Q89QZ8 Dehidratasa. Similar a una -1,2323 -
supuesta D-galactarato
deshidratasa
Q89QH2 fre Formil-CoA:oxalato -2,1294 Solo en
CoA-transferasa Ara
Q89QH1 oxc Oxalil-CoA decarboxi-lasa -2,3829 NS
Q89QG2 gcl Glioxilato carboligasa Solo en Solo en
Ara Ara
Q89QG1 hyi Hidroxipiruvato isomerasa Solo en Solo en
Ara Ara
Q89QGO Tartronato semialdehido Solo en Solo en
reductasa Ara Ara
Q89QC3 Dehidrogenasa. Similar a - -3,3450
Galactosa
1-deshidrogenasa
Q89QC1 L-arabinonolactonasa -4,7706 Solo en
Ara
Q89E00  dgoA 2-deshidro-3- -1,4610 -

deoxifosfogalactonato
aldolasa

En primer lugar Ara se oxida a L-KDA para lo cual se han descripto tres pasos
[62]: primero la oxidacién a L-arabino-y-lactona catalizada por la L-arabinosa-1-
deshidrogenasa, identificada en Ara-Dif como Blr3205, (Uniprot, Q89QC3). En
segundo lugar la L-arabino-y-lactona se hidroliza a L-arabonato en una reaccién
catalizada por la L-arabinonolactonasa (Blr3207), enzima que también hemos
encontrado en Ara-Dif. Por ltimo la L-arabonato deshidratasa cataliza la con-
versién del L-arabonato a L-KDA; esta enzima no estd anotada en el genoma de

6Nivel de expresién diferencial. Se expresa como log, (Greanrs/dreaarq). Cuando es mayor a
1, la proteina se encuentra sobreexpresada en Mtl. Cuando es menor a -1 la proteina se
encuentra sobreexpresada en Ara. Para aquellas proteinas que solo estan presentes en una
condicién (Mtl o Ara), expresaremos «solo en» la condicién correspondiente.

"No Significativo: la proteina fue detectada en esta fraccién y condicién, pero no se expresa
en forma diferencial con un nivel de significancia aceptable.
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B. diazoefficiens USDA 110, pero ha sido descripta para otros microorganismos
[134]. En Ara-Dif encontramos la Blr2974, la cual es similar a una supuesta D-
galactarato deshidratasa (Uniprot, Q89QZS8) y seria la que participaria en este
paso del catabolismo (Tabla 5.1). En la Figura 5.2 esquematizamos estos primeros
pasos del catabolismo de Ara.

o ©OH

. 1
L-arabinosa CsH100s H)%/\;/\OH
. . OH OH
NAD* L-arabinosa-1-deshidrogenasa
(BIr3205)
NADH
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H,0

L-arabino lactonasa (BIr3207)

(o]
L-arabonato CsHsO1o DA

OH OH

0
o’ Cg
H ?’OH
OH
1
i 0}

L-arabonato dehidratasa (BIr2974)
H,O

a
L-2-ceto-3-deoxi-arabonato C.H,0; : O)T\;/\OH
OH

Figura 5.2.: Esquema de los primeros pasos de la via de oxidacién de Ara. En
verde las reacciones catalizadas por las enzimas identificadas en Ara-Dif.

En el caso de los rizobios de crecimiento lento, como es B. diazoefficiens, L-
KDA se degrada a piruvato y glicoaldehido mediante una L-KDA aldolasa [90],
sin embargo esta enzima tampoco estd anotada como tal en el genoma de B.
diazoefficiens USDA 110. La proteina identificada en Uniprot como Q89E00 o 2-
deshidro-3-deoxifosfogalactonato aldolasa (BlI7287) cataliza una reaccién similar
a esta utilizando 2-dehidro-3-deoxi-D-galactonato-6-fosfato como sustrato. Dado
que esta proteina se encontré en Ara-Dif (Tabla 5.1) podria ser la aldolasa que
interviene en la degradacion de L-KDA a piruvato y glicoaldehido.

El piruvato es decarboxilado a acetil-CoA continuando su oxidacién completa
a C'Oy en el TCA. El glicoaldehido, por otro lado, se degrada a glioxilato, el
cual puede continuar su degradacion a través de dos rutas diferentes (Figura
5.3). Por un lado puede oxidarse a oxalato, para finalizar en CO, a través de
tres pasos de una ruta lineal en la que intervienen la formil-CoA:oxalato CoA-
transferasa (BlI13156) y la oxalil-CoA decarboxi-lasa (BlI3157), las cuales han
sido identificadas en Ara-Dif. También hemos identificado en Ara-Dif a Blr2316 y
Blr2317, las que pueden estar asociadas con esta via. Blr2316 estd anotada como
NADH-ubiquinona oxidorreductasa, por lo que catalizaria la oxidaciéon del NADH
proveniente de la actividad formiato deshidrogenasa de BIr2317 [62]. La otra via
de oxidacion del glioxilato la hemos propuesto a partir de la identificacién de las
enzimas Blr3166, Blr3167, Blr3168 y Blr7172 las cuales se encuentran en Ara-Dif
y catalizan los pasos de degradacién a glicerato para luego finalizar en piruvato,
el cual se degrada en el TCA. Esto tltimo se esquematiza en la Figura 5.3.
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Figura 5.3.: Esquema de los tltimos pasos de la via de oxidacién de Ara. En
verde se marcan las reacciones para las cuales se han identificado las enzimas
en nuestro proteoma y estan en el grupo Ara-Dif. En azul aquellas reacciones
catalizadas por enzimas que se han identificado en nuestro proteoma pero no
son diferenciales. En negro aquellas reacciones para las que las enzimas no estan
anotadas pero cuya actividad ha sido observada experimentalmente [62].
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5.2.2.

Oxidacion de Mtl

Tabla 5.2.: Proteinas Mtl-Dif seleccionadas que tienen un rol en la via de oxi-
dacion de Mtl.

Locus Proteina Gen Descripcion Nivel de expresion
(Rhizobase) ID diferencial
(Uniprot) logy (dreapy /area,)
Citoplasma Membrana
blr0337 Q89XHT7 Supuesta carbono 1,1132 NS
monoéxido deshidrogenasa
cadena media
bll1419 Q89UJ7 metF  Metilenetetrahidrofolate Solo en NS
reductasa Mtl
bll1521  Q89U96 Supuesta proteina 1,9439 NS
fructosa-1,6-bifosfato
aldolasa
blr2168 Q89182 Supuesta proteina Solo en -
transquetolasa subunidad Mtl
alfa
blr2581 Q8GKS1 fop Fructosa-1,6-bifosfato Solo en -
clase 1 Mtl
blr2582 H7C6I1 cbbP Fosforibuloquinasa Solo en -
Mtl
blr2583 H7C6U6  cbbT Transquetolasa Solo en Solo en
Mtl Mtl
blr2584 H7CTW4 c¢bbA  Fructosa-bifosfato aldolasa Solo en Solo en
Mitl Mtl
blr2585 Q97134 cbb L Ribulosa bifosfato Solo en Solo en
carboxilasa oxigenasa Mtl Mtl
cadena larga
blr2586  Q9ZI33 cbbS Ribulosa bifosfato Solo en Solo en
carboxilasa oxigenasa Mtl Mtl
cadena corta
blr2588 Q89524 cbbE Ribulosa-fosfato Solo en -
3-epimerasa Mtl
blr2815 Q89RF7 Supuesta proteina Solo en Solo en
transquetolasa. Piruvato Mtl Mtl
deshidrogenasa
componente E1
blr3224 Q89QA6 Transportador ABC Solo en NS
dependiente de ATP. Mtl
Supuesto sistema de
transporte de
sorbitol /manitol
blr3225 Q89QA5 Oxidoreductasa. Similar a 5,0927 Solo en
una supuesta Mtl

glucosa/ribitol
oxidoreductasa
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Tabla 5.3.: Proteinas Mtl-Dif seleccionadas que tienen un rol en la via de oxi-
dacion de Mtl.

Locus Proteina  Gen Descripcion Nivel de expresion
(Rhizoba- ID diferencial
ze) (Uniprot) log, (Greapy/arear,)
Citoplasma  Membrana
blr3226 Q89QA4 Ribitol quinasa 3,9234 -
blr3227 Q89QA3 Supuesta fructoquinasa Solo en -
Mtl
bll3754  Q89INTO gph Fosfoglicolato fosfatasa Solo en NS
Mtl
bll6549 Q89FZ9 D-3-fosfoglicerato:NAD Solo en -
oxidoreductasa Mtl
blr7063 Q89ELO Probable 2-ketogluconato 2,5998 -
reductasa

La obtencién de energia a partir de Mtl requiere primero que este poliol se oxi-
de a fructosa-6-fosfato, en una reaccion catalizada por la manitol deshidrogenasa
(E.C. 1.1.1.67). Si bien la actividad de esta enzima fue medida experimentalmente
[63], el gen que la codifica no fue anotado ain en el genoma de B. diazoefficiens.
En nuestro caso hemos observado dentro del grupo Mtl-Dif (Tablas 5.2 y 5.3)
a Blr3225, la cual es similar a la glucosa/ribitol oxidorreductasa y junto a ésta
Blr3224 (supuesta transportadora de Mtl), Blr3226 (D-ribitol kinasa) y Blr3227
(D-fructoquinasa); esta tultima catalizaria la fosforilacion de la D-fructosa pro-
ducida en la reaccion anterior. Teniendo en cuenta lo antes dicho pareceria que
Blr3225 es efectivamente la Mtl deshidrogenasa descripta anteriormente [63].

De acuerdo a lo descripto para la oxidacion de Mtl, la D-fructosa-6-fosfato ob-
tenida podria seguir la ruta de EMP, ED o la via PP (Figura 1.11). Para seguir
su curso por la via EMP la fructosa-6-fosfato debe fosforilarse a fructosa-1,6-
bifosfato mediante la fosfofructoquinasa (E.C. 2.7.1.11). No observamos en todo
el grupo de proteinas identificadas a esta enzima (la cual se corresponderia con
los genes bl12580 y blr4659), lo que indicarfa, como ya se habia reportado antes
[115], que la via EMP se encuentra inactiva en estas condiciones. Respecto a la via
ED, si bien la enzima 2-ceto-3-deoxigluconato-6-fosfato aldolasa (4.1.2.14, Cédigo
Blr3923) fue identificada, no estd expresada en forma diferencial y no encontra-
mos evidencia de que se expresara la fosfogluconato deshidratasa (E. C. 4.2.1.12)
(Figura 1.11). Se ha sugerido que en las especies de Bradyrhizobium en las cuales
las rutas EMP y ED se encuentran inactivas, las hexosas se metabolizarian a
través de la via PP [115].

Tal como expusimos antes, en lugar de encontrar expresadas las enzimas carac-
teristicas de las vias EMP y ED encontramos fuertemente expresadas las enzimas
correspondientes a la via PP como BIr2168, Blr2583 y Blr2588 (Tabla 5.2 y Figura
5.5). Las pentosas fosfato (xilulosa-5-fosfato, ribosa-5-fosfato y ribulosa-5-fosfato)
son degradadas finalmente a gliceraldehido-3-fosfato el cual continia su degrada-
cién a piruvato culminando en el TCA.

Ademas de las enzimas propias de la via PP, observamos una fuerte induccién
de la fosforribuloquinasa (Blr2582) y las dos subunidades de la ribulosa-bifosfato

70



5.2 Catabolismo de Ara y Mtl en B. diazoefficiens

. OH OH
D-manitol CsH1Os va ) 2 A
ﬁiSH 1 Manitol deshidrogenasa GH SH

(BIr3225) 0o OH

D-fructosa CeH1206 HO M A~

1 Fructoguinasa (BIr3227) o OH OH

OH

OH

OH
D-fructosa-6-fosfato c,H,,0,P -o_lp_o/‘* ©y on
[ -

§ | © HG OH oH o
o D-glucosa-6-fosfato & Bll2168 BIr2583 T |
+ -Xi -5- Ho/\gf\/\O—FL o
2 C‘[)H ?H —Fl’— o D-glucono-1,5-lactona-6-fosfato D-xilulosa-5-fosfato CEHEOEP g'i'H g
0 Il ¥
O‘H OH o D-gluconato-ﬁ-fosfato Ribulosa-fosfato-3-epimerasa
CgH1q010P bl cost (BIr2588) %H ?
D-ribulosa-5-fosfato  c.H,0,P HO/\H/\t/\O—lﬁ’— o
0 OoH o
'L
1
SR
e £

¢ D-gliceraldehido-3-fosfato

CqHsOGP \
8] o

| .
0 T O_ﬁ_o Glicerato-3-fosfato
°  GHoP ]

fosfoenolpiruvato

|

piruvato

Figura 5.4.: Esquema de la oxidaciéon de Mtl. Las vias PP y CBB comparten
algunas proteinas, algunas otras solo son caracteristicas de CBB. En rojo aque-
llas reacciones en las cuales participan enzimas identificadas dentro del grupo
Mtl-Dif y en azul las reacciones que son catalizadas por enzimas identificadas
en nuestro proteoma pero que no son diferenciales.

carboxilasa-oxigenasa (RuBisCO): la subunidad de cadena larga (Blr2585) codi-
ficada por el gen cbbL y la subunidad de cadena corta (Blr2586) codificada por
cbbS. Estas proteinas son especificas de la via de fijacién de C'O,, denominada Ci-
clo de Calvin-Benson-Bassham (CBB), el cual también comparte algunas enzimas
con la via PP (Figura 5.5).

RuBisCO se compone de ocho subunidades de cadena larga y ocho de cadena
corta y ha sido detectada tanto en plantas superiores como en varios microorga-
nismos capaces de crecer en forma autotréfica. La region catalitica de RuBisCO
puede ser atacada tanto por CO, actuando como carboxilasa, como por O,
actuando como oxigenasa [51]. En el primer caso resultard la sintesis de dos equi-
valentes de glicerato-3-fosfato a partir de ribulosa-1,5-bifosfato y C'Os, y en el
segundo en la sintesis de un glicerato-3-fosfato y un glicolato-2-fosfato a partir de
ribulosa-1,5-bifosfato.

En B. diazoefficiens se ha reportado la sobreexpresion de RuBisCO cuando se
somete a las bacterias a una atmosfera modificada (84 % Ny, 5% COq, 1% Oy
y 10% H,). En estas condiciones B. diazoefficiens es capaz de utilizar Hy como
dador de electrones para reducir O, y asi obtener la energia suficiente para el
ciclo celular, y asimilar CO, mediante la enzima RuBisCO [36, 44].

El glicerato-3-fosfato producido continuara su degradacion a glicerato-2-fosfato
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Figura 5.5.: Esquema de la oxidacién de D-fructosa-6-fosfato. En rojo las enzi-
mas del grupo Mtl-Dif, en azul las enzimas identificadas en nuestro proteoma
pero que no se expresaron en forma diferencial. Las lineas llenas se correspon-
den con las reacciones compartidas por PP y CBB. Las lineas punteadas se
corresponden con aquellas reacciones que solo estan presentes en el ciclo CBB.

para luego pasar a piruvato y al TCA como en las vias antes descriptas (Figura
5.3). En el caso de producirse glicolato-2-fosfato (RuBisCO actuando como oxi-
genasa) éste podria seguir dos alternativas de degradacién via el glioxilato. Una
alternativa posible, dada la sobreexpresion de las proteinas Bl116549 y Blr7063 en
Mtl-Dif (Tabla 5.3), serfa continuar su degradacion en el ciclo del tetrahidrofolato
(THF) con la participacién de los aminodcidos L-glicina y L-serina (Figura 5.6).
Alternativamente podria continuar su degradacién a oxalato, como fue descrip-
to antes (Figura 5.3). Si bien las proteinas que catalizan esta rama (BlI3156 y
BlI3157) se encuentran sobreexpresadas en HME-Ara (Tabla 5.1), no descarta-
mos la posibilidad de que estén actuando en HME-Mtl también y de esta manera
poder cerrar los balances estequiométricos.

Desconocemos si la actividad de RuBisCO es de tipo oxigenasa o carboxilasa
en las condiciones de cultivo en que se obtuvieron las proteinas. Es posible que
esté actuando como oxigenasa dado que los cultivos se realizaron en condiciones
aerobicas, aunque no descartarfamos la posibilidad de una actividad 100 % car-
boxilasa. Para considerar todas las alternativas posibles, realizamos los balances
estequiométricos suponiendo una actividad 100 % carboxilasa (CBB carboxila-
sa) 6 100 % oxigenasa. En el caso donde incorporamos el andlisis de la actividad
oxigenasa, consideramos ambas posibilidaddes para el metabolismo final del glio-
xilato: o bien a través del oxalato (CBB oxigenasa:oxalato) o bien a través del
ciclo del THF (CBB oxigenasa:THF).
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Figura 5.6.: Esquema de la oxidacién final de glioxilato a través del ciclo THF.
En rojo las enzimas encontradas como Mtl-Dif y en azul aquellas que fueron
identificadas pero no con una expresion diferencial.

5.2.3. Oxidacién y rendimiento energético

Luego de reconstruir las vias metabdlicas a partir de las enzimas que se en-
cuentran diferencialmente expresadas, realizamos el balance estequiométrico de
cada via. Si bien varios intermediarios de la via sirven como esqueletos carbo-
nados para generar otros metabolitos en las reacciones anaplerdticas, no nos es
posible hasta el momento modelar dichas reacciones. Nuestro objetivo al presente
es realizar una estimaciéon del rendimiento energético de cada via para evaluar si
este aspecto podria estar relacionado con las diferencias en la tasa de consumo
de Oy (qoymaz) Observadas en el capitulo 4, y con la expresion diferencial del fla-
gelo lateral. Por ello, solamente tomamos en cuenta el balance energético de la
oxidacion completa de cada fuente de carbono. En las tablas del Apéndice A.1
se resumen las reacciones que tienen lugar en cada paso de los esquemas (Figu-
ras 5.2, 5.3, 5.4, 5.5 y 5.6) con sus respectivos coeficientes estequiométricos para
obtener la oxidacién completa de Ara o Mtl.

Rendimiento energético

Calculamos el rendimiento energético para cada una de las vias metabdlicas
propuestas como asi también la produccién de piruvato (precursor del TCA)
para estudiar el potencial anaplerdtico de cada via. A los fines de comparar los
potenciales energéticos de las vias, suponemos que toda la fuente de carbono es
totalmente oxidada hasta C'Oy para generar AT P. También asumimos que todos
los cofactores NADH y FADH, producidos transfieren sus electrones al O,
el cual sera el aceptor final de electrones. Para contabilizar los AT P generados
suponemos una eficiencia en términos de P/O de 3 para el caso un NADH que
se oxida y de 2 para el caso de un FADH,.
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En el caso de Ara, puesto que la via es tnica (Ara:LKDA) el balance este-
quiométrico es mas directo (A.1.1.1). Para el caso de Mtl es mas dificil puesto
que, al no tener medidas acerca de la actividad enzimatica, no podemos esti-
mar cudl de las dos vias (PP o CBB) esta activa. Ademés, si es la via CBB la
que esta activa, cabe preguntarse en qué proporcién carboxilasa/oxigenasa esta
activa la RuBisCO. Ante estas posibilidades planteamos los balances por separa-
do para cada una de las posibilidades: PP (A.1.2.1), CBB:carboxilasa (A.1.2.2),
CBB:oxigenasa:oxalato (A.1.2.3) y CBB:oxigenasa: THF (A.1.2.4). A los fines de
hacer comparables ambas fuentes de carbono, expresamos las cantidades de O,
que demandaria cada via y el AT P formados por carbono de Ara o Mtl (Tabla
5.4).

Tabla 5.4.: Balances estequiométricos para cada una de las vias, expresados en
términos de un carbono.

sustrato/via ATP Oy piruvato
Ara (LKDA) 52 1,13 0,3
Mtl (PP) 6,7 1,08 0,2
Mtl CBB (carboxilasa) 6 1,08 0,3

Mtl CBB (oxigenasa: oxalato) 3,73 1,28 0,1
Mtl CBB (oxigenasa: THF) 3,77 1,19 0,1

5.3. Diferencias en el estado redox y movilidad

5.3.1. Sintesis de polihidroxibutirato

El polihidroxibutirato (PHB) es un polimero compuesto de monémeros de aci-
do 3-hidroxibutirico unidos mediante enlaces éster. Solo algunos microorganismos
tienen la capacidad de sintetizarlo y en general se lleva a cabo en una serie de
tres reacciones a partir de acetil-CoA. En primer lugar la enzima 3-cetoacil-CoA
tiolasa (PhaA) cataliza la condensacién de dos moléculas de acetil-CoA para
dar aceto acetil-CoA, luego éste es reducido a 3-hidroxibutiril-CoA mediante la
acetoacetil-CoA reductasa (PhaB) y por tltimo se polimerizan las moléculas de
3-hidroxibutiril-CoA en una reaccién catalizada por la polihidroxibutirato sin-
tasa (PhaC). En el caso particular de B. diazoefficiens la sintesis de PHB estd
regulada por el regulador PhaR (BlIr0227) y existen cinco paralogos que codifican
polihidroxibutirato sintasa (phaC1-5) de los cuales s6lo phaC1 (bll4360) y phaC2
(bll6073) codifican proteinas que tienen efectos en la sintesis de PHB [99].

En las proteinas analizadas observamos una expresion diferencial de las pro-
teinas descriptas para la sintesis de PHB. Tanto el regulador maestro PhaR
(BIr0227) como la acetoacetil-CoA reductasa (Bl10225) y la PHB sintasa PhaCl
(Bl14360) se encontraron en Mtl-Dif. En cambio, la PHB sintasa PhaC2 (B116073)
y BIr0908 (similar a una PHB depolimerasa) se encontraron en Ara-Dif (Tabla
5.5).
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Tabla 5.5.: Proteinas encontradas en Mtl-Dif y Ara-Dif que participan en la
sintesis y degradacion de PHB

Locus Proteina Gen  Descripcion Nivel de expresion
(Rhizobase) 1D diferencial
(Uniprot) log, (areap/areaar,)
Citoplasma ~ Membrana
bll0225  Q89XT2 phaB Acetoacetil CoA reductasa 2,7381 NS
blr0227 Q89XTO0 phaR Regulador transcripcional 1,6828 NS
de la sintesis de
polihidroxibutirato
blr0908  Q89VY7 Proteina hipotética. Solo en -2,0085
Similar a PHB Ara
depolimerasa
bll4360  Q89M33  phaC1l Poli-3-hidroxibutirato 2,7271 NS
sintasa
bll6073  Q89HC1 phaC2 Polihidroxibutirato sintasa Solo en NS
PhaC2 Ara

blr2885 phaC4

A los fines de corroborar que tanto la sintesis como la acumulaciéon de PHB
puede ser mayor en células cultivadas en HME-Mtl respecto de las cultivadas en
HME-Ara, realizamos la cuantificacion de PHB en B. diazoefficiens provenientes
de cultivos en fase exponencial de crecimiento (DOso = 1,0) y en fase estaciona-
ria (DOs09 = 6,7, en HME-Mtl y DO5¢p = 4,8, en HME-Ara). Estos resultados
indicaron que el contenido de PHB es similar para los cultivos en HME-Mtl y
HME-Ara en fase exponencial (Tabla 5.6), en tanto que en fase estacionaria el
contenido de PHB es mas alto para la condicion de crecimiento en HME-Mtl,
llegando en esta tltima a alcanzar una concentracién de una vez y media de PHB
respecto de las cultivadas en HME-Ara (Tabla 5.6).

Tabla 5.6.: Contenido de PHB (fg PHB.UFC™) en cultivos de B. diazoef-
ficiens crecidos a 28 © C con agitaciéon hasta la fase exponencial HME-Mtl
(DOspp = 1) y HME-Ara (DOsq9 = 1) o estacionaria HME-Mtl (DOsq9 = 6, 7)
y HME-Ara (DOso9 = 4,8) en los medios de cultivo indicados.

PHB (fg PHB.UFC™"') Desvio estandar

Exponencial
HME-Mtl (DOspp = 1) 1,11 0,027
HME-Ara (DOs0p = 1) 1,17 0,44

Estacionaria
HME-Mtl (DOspp = 6,7) 21,44 1,55
HME-Ara (DOsq9 = 4, 8) 13,87 0,56
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Proteémica de B. diazoefficiens cultivada con Ara o Mtl como fuentes de
Capitulo 5 carbono y energia

5.3.2. Producciéon de NAD" y FAD

Los cofactores nicotamida adenina dinucledtido (NAD') y flavina adenina
dinucleétido (F'AD) intervienen como aceptores o dadores de electrones de pares
redox en la mayoria de las reacciones de déxido-reduccion. Estos cofactores se
sintetizan de novo a partir de otros compuestos como aspartato y triptofano.
Hemos detectado cuatro enzimas que intervienen en la sintesis de NAD a partir
de L-aspartato sobreexpresadas en el grupo Ara-Dif, mientras que una proteina
involucrada en la sintesis de F'AD ha sido observada solo en Ara (Bl15472), en la
fraccién citoplasméatica (Tabla 5.7).

Tabla 5.7.: Enzimas Mtl-Dif y Ara-Dif que tienen un rol en la produccién de

NAD" y FAD.
Locus Proteina Gen Descripcion Nivel de expresion
(Rhizobase) ID diferencial

(Uniprot) log, (areapy/arear,)

Citoplasma  Membrana
blr0430 Q89X84 nadD Probable -1,3324 -
nicotinato-nucleétido
adenililtransferasa
bll2541 Q89564 nadB L-aspartato oxidasa Solo en -1,7782
Ara

bll4547  Q89LJ7 nadFE  Glutamina-dependiente -1,2616 -
N AD sintetasa

bll7452  Q89DI7 ribH2 6,7-dimetil-8- Solo en -
ribitillumazine sintasa Ara
2
blr8123 Q89BMb Familia de proteinas -1,3450 NS
MutT /nudix

5.3.3. Movilidad celular y quimiotaxis

Por ultimo destacaremos las proteinas involucradas en quimiotaxis y movi-
lidad. De acuerdo a las observaciones previas ([24] y Figura 4.2) encontramos
las flagelinas estructurales del flagelo lateral (LafAl y LafA2, B116866 y BII6865,
respectivamente) y la proteina estructural del gancho del flagelo lateral (FlgEj,
BIlI6858) solo en el grupo Ara-Dif. Aunque no se pudieron detectar la mayoria
de los otros componentes del flagelo lateral, podemos sugerir que éstos han sido
sintetizadas pues la secrecion de las flagelinas requiere que al menos el aparato
de exportacion y el cuerpo basal estén ensamblados [33].

Ademas, se detectaron en Ara-Dif a la mayoria de las proteinas codificadas en
uno de los ciimulos génicos (clusters) de quimiotaxis. Estas proteinas son el sensor
histidina quinasa de un sistema de dos componentes (Blr2343), CheWII (Blr2344)
y CheW (BIr2346) y las proteinas metil-aceptoras (Blr2345 y Blr2347) y ademaés
el regulador de respuesta (Blr2349) cuyos loci son parte de un cumulo génico
funcional en quimiotaxis [29]. La Blr2931, que también fue detectada en Ara-Dif,
es una supuesta proteina aceptora de metilos implicada también en quimiotaxis
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5.3 Diferencias en el estado redox y movilidad

(Tabla 5.8).

Tabla 5.8.: Proteinas Mtl-Dif y Ara-Dif que tienen un rol en la movilidad celular
y la quimiotaxis

Locus Proteina Gen Descripcion Nivel de expresion
(Rhizobase) ID diferencial
(Uniprot) log, (areapy /areaar,)
Citoplasma ~ Membrana
blr2343  Q89SQ7 cheA Sensor de dos NS -1,8082

componentes histidina
kinasa. Quimiotaxis

blr2344 Q89SQ6 cheWII  Proteina CheWII Solo en NS
Ara
blr2345  Q89SQ5 mepK Proteina metil-aceptora NS -1,8623
de quimitoaxis
blr2346 Q89SQ4  cheW Proteina CheW Solo en -
Ara
blr2347  Q895Q3 Proteina metil-aceptora NS -1,5919
de quimitoaxis
blr2349 Q89SQ1 cheB  Regulador de respuesta. - Solo en
Proteina glutamato Ara
metilesterasa.
blr2931  Q89R41 Supuesta proteina de - Solo en
quimiotaxis Ara

metil-aceptora
bll6858  Q89F43  flgE; Proteina del gancho del Solo en -

flagelo lateral Ara
bll6865  Q89IF36  lafA2 Flagelina lateral 2 Solo en Solo en
Ara Ara
bll6866  Q89F35 lafAl Flagelina lateral 1 Solo en Solo en
Ara Ara

Luego de estudiar el perfil de proteinas de B. diazoefficiens cultivada en HME-
Ara o HME-Mtl podemos resaltar algunos aspectos de los resultados encontrados.

Hemos podido reconstruir las vias metabdlicas para ambas fuentes de carbono.
Para la via de Ara fueron corroboradas las proteinas que ya se habian identificado
[90, 62]. Ademds propusimos que el glicerato originado a partir de glioxilato es
convertido en piruvato, el cual sigue su degradacion en el TCA. Al igual que en
estos trabajos tampoco fue identificada la posible glioxilato oxidorreductasa que
catalizaria la oxidacion de glioxilato a oxalato. En tanto que para Mtl reafirmamos
la inactividad de las vias EMP y ED y en lugar de estas encontramos activas la via
PP, la cual estaba propuesta como activa en B. diazoefficiens para el metabolismo
de las hexosas [115] y ademads el ciclo CBB, el cual no habia sido detectado para
el metabolismo de Mtl.
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Proteémica de B. diazoefficiens cultivada con Ara o Mtl como fuentes de
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De acuerdo a los balances estequiométricos, el rendimiento potencial en AT P
es como maximo 1,25 veces mas alto para el catabolismo de Mtl respecto del
de Ara, mientras que el consumo de oxigeno potencial resulta bastante simi-
lar para el catabolismo de ambas. Si bien los rendimientos en AT P de la via
CBB(oxigenasa:oxalato) y CBB(oxigenasa: THF) resultan mas bajas, desconoce-
mos cuan activa estaria cada una de las vias; considerando un promedio de acti-
vidad de cada una, el rendimiento en AT P/C — mol de Mtl resulta muy similar
al de Ara. En cuanto a la producciéon de piruvato, esta es mas alta para Ara, lo
cual indica un cierto potencial anaplerético respecto de Mtl.

En general la produccién de PHB se incrementa bajo condiciones de crecimien-
to desbalanceadas, especialmente cuando la densidad de bacterias es alta (lo cual
implicaria una acumulaciéon de equivalentes reducidos) y la fuente de carbono se
encuentra en exceso. Hemos observado una sobreexpresion del regulador phaR
y de las enzimas acetoacetil-CoA reductasa y PHB sintasa phaCl en HME-Mtl.
Mientras que en HME-Ara se encuentran sobreexpresadas la PHB sintasa phaC2
y la BIr0908 (similar a una PHB depolimerasa). La PHB sintasa es activa en forma
de dimero, de los paralogos estudiados, PhaC1 y PhaC2 son los mas relevantes,
PhaC1 es activa, mientras que PhaC2 no lo es. Probablemente la abundancia de
los posibles dimeros: PhaC1/PhaCl, PhaCl/PhaC2 y PhaC2/PhaC2 determina-
ria la actividad de sintesis de PHB [97, 99]. Esta observacién se condice con la
mayor cantidad de PHB acumulado en la fase de crecimiento estacionaria para
B. diazoefficiens cultivada en HME-Mtl respecto de HME-Ara (Tabla 5.6). Esto
ultimo sugiere, teniendo en cuenta el valor mas bajo de go,mq. Obtenido en HME-
Mtl (Tabla 4.1) que el excedente de poder reductor desembocaria en la sintesis
de PHB.

En HME-Ara observamos una mayor estimulacién de las proteinas que inter-
vienen en la sintesis de novo de los cofactores NAD y FAD (Tabla 5.7). Esto
indicaria que hay una produccién mayor de aceptores/dadores de electrones en
las células crecidas en HME-Ara, lo que permitiria un mayor flujo de electrones
a través de la CTE. Sin embargo, no observamos una expresién diferencial de las
proteinas de la CTE identificadas, lo que nos sugiere que la mayor actividad de
la CTE seria consecuencia de una mayor disponibilidad de cofactores antes que
por una diferencia en la abundancia de las proteinas de la CTE.

Por otra parte, las diferencias en la expresion de proteinas implicadas en qui-
miotaxis es algo que no esperariamos a priori, puesto que el flagelo lateral no
pareceria responder a senales de quimiotaxis y Ara no es un quimioatrayente
fuerte para esta cepa [96].
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6. Caracterizaciéon genotipica y

fenotipica del mutante en el gen
cbbL de B. diazoefficiens

Como se describié en el Capitulo 5 dentro del grupo de proteinas de B. dia-
zoefficiens diferencialmente expresadas en HME-Mtl encontramos las enzimas
fosforibuloquinasa (cbbP) y RuBisCO (cbbL y cbbS), las cuales son caracteristicas
del ciclo de Calvin-Benson-Bassham (CBB). En particular, la RuBisCO es capaz
de tener una actividad carboxilasa mediante la cual cataliza la fijacién de C'O,
atmosférico [51]. La RuBisCO se compone de dos subunidades: CbbL y CbbS.
La subunidad CbbL, de mayor tamafio molecular, es la subunidad catalitica [68].
Por otro lado, mutaciones en ¢bbS, que codifica la subunidad pequena, alteran la
selectividad por el CO; y el nimero de recambio [100].

En B. diazoefficiens se ha reportado la actividad de esta enzima en condiciones
de crecimiento autotroéficas y microaerédbicas, en las cuales la fuente de carbono
proviene de la fijacion de C'Os, el dador de electrones es el Hs, y la concentracion
de Oq es de 1% [36, 44]. Siendo que las proteinas estudiadas en el capitulo 5 pro-
vienen de cultivos de B. diazoefficiens realizados en condiciones aerdbicas y en un
medio de cultivo rico (en el cual dispone de Mtl como fuente de carbono en abun-
dancia) nos resulté sorprendente que estas proteinas, exclusivas del ciclo CBB,
se encontraran fuertemente inducidas alli. Nuestros calculos estequiométricos su-
girieron la posibilidad de que las bacterias cultivadas en HME-Mtl utilizaran en
parte el CO, como fuente de carbono, tanto suponiendo un 100 % de actividad
carboxilasa en la RuBisCO, como un 50 %. Sin embargo, resulta intrigante la po-
sibilidad de que estas bacterias necesiten fijar C'O; en presencia de una fuente de
carbono organico apropiada.

Para estudiar el posible rol de la RuBisCO durante el crecimiento de B. dia-
zoefficiens en medios de cultivo suplementados con Mtl como fuente de carbono,
se construyé un mutante que consistié en la delecién, en la cepa salvaje USDA
110, del gen que codifica la subunidad catalitica de la RuBisCO (cbbL). La cepa
producto de esta mutacién se denominé USDA 110 AcbbL.

6.1. Construccion del mutante en el gen cbbL

Para obtener el mutante en el gen cbbL utilizamos una técnica de mutagénesis
por doble recombinacién homologa mediante la cual eliminamos una parte de
la region codificante de cbbL con el fin de producir una delecién que no afecte el
marco de lectura ni provoque efectos polares sobre la expresion de genes contiguos.
Los pasos seguidos se detallan a continuacion.
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Caracterizacién genotipica y fenotipica del mutante en el gen cbbL de B.
Capitulo 6 diazoefficiens

6.1.1. Construccidén del plasmido

Seleccionamos la secuencia del gen cbbL a ser delecionada, para lo cual: seleccio-
namos un fragmento de 1092 pb (Figura 6.1). En base a esto disenamos los ceba-
dores especificos FwUp_RBC, RvUp_RBC, FwDw_RBC y RvDw_RBC (Tabla
2.2) para realizar la construccién. Combinamos estos cebadores para amplificar
por PCR, utilizando un molde de ADN de USDA 110, el fragmento flanqueado
por FwUp_RBC y RvUp_RBC (PCR 1) y el flanqueado por FwDw_RBC y
RvDw_RBC (PCR 2). Los fragmentos obtenidos, que denominamos Up_RBC
y Dw_RBC, flanquean al fragmento a ser delecionado (Figura 6.1) en el mu-
tante AcbbL que nos proponemos obtener. Estos fragmentos seguiran presentes
en el genoma deleciondndose todo lo que esta entre ellos. Ademas, los cebado-
res han sido disefiados de tal forma que ambos fragmentos poseen una secuencia
complementaria en su extremo, la cual les permite unirse en tandem, utilizando
los cebadores FwUp_ RBC y RvDw_ RBC (PCR 3) y como molde los fragmentos
Up_RBCy Dw_RBC purificados. Asi, utilizamos este molde para amplificar por
PCR el fragmento UpDw_RBC. Este fragmento purificado sera luego insertado
en el plasmido suicida pK18mobsacB (Figura 6.1).

chbT chbA cbbl cbbs chbX
(blr2583) (blr2584) (blr2585) (blr2586) (blr2587)

1 1

] 1
FwUp_RBC»: FwDw_RBC :» !
1 1 I
I | 1
1
I

[ HindIll

] 1
« RvUp_RBC 1 ‘ RvDw_RBC . M13 Fw
i ! M13 Rv i

i |
Up_RBC *_5 1092 pb !» Dw_RBC
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Rep Ongin 1
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5683 pb
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l

Digestion con EcoRly  Digestion con EcoRly
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Figura 6.1.: Esquema de clonado para la construccion del plasmido. Los frag-
mentos Up_ RBC y Dw_ RBC flanquean la region a delecionar. Estos dos frag-
mentos se unen para dar el fragmento UpDw_RBC el cual se insertara en el
plasmido pK18mobsacB.

Para esto realizamos primero la digestion del plasmido pK18mobsacB y del
inserto UpDw__ RBC con las enzimas EcoRI y Hind-III a 37 °C. De esta manera,
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(a) (b)
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Figura 6.2.: Chequeos de la construccién del plasmido pCC1l a partir del
pk18mobsacB y el inserto UpDw_RBC realizados sobre el ADN plasmidico
de los clones de DHb5a transformadas. (a) pldsmido pCCl1. (b) Resultado de
la PCR realizada con los cebadores M13 Fw y M13 Rv: Calle 1: marcador de
peso molecular L100, calle 2: vacia, Calle 3 a 7 resultado de los clones 1 a 5. (c)
Resultado de la digestion con la enzima BamHI: Calle 1: ADN plasmidico del
clon 3 sin digerir, Calles 2 a 5, resultado de los clones 2 a 5, Calle 6: Marcador
de peso molecular \ HindIII. (d) Resultado de la PCR 3: Calle 1: marcador de
peso molecular L.100, calle 2 a 6, resultado de los clones 1 a 5.

los sitios de corte EcoRI y Hind-III, tanto en el plasmido como en el inserto,
quedan habilitados para ligarse. Luego de digeridos, ligamos el plasmido con el
fragmento UpDw__ RBC. El nuevo plasmido ligado, que nombramos pCC1 (Figu-
ra 6.2 a), lo transformamos, previa desalinizacién, a células electrocompetentes
de E. coli DHb5a. Estas células se seleccionaron por resistencia a Km y activi-
dad B-galactosidasa. De esta manera seleccionamos aquellas transformantes que
contuvieran el plasmido ligado correctamente con el fragmento en el sitio de in-
sersion donde el plasmido posee el gen lacZ. Extrajimos el ADN plasmidico de
algunos de los clones seleccionados y como primera prueba realizamos sobre éstos
una PCR con los cebadores M13Fw y M13Rv, externos al inserto (Figura 6.2 a).
Por lo tanto, esperariamos un fragmento amplificado de 679 pb. Este chequeo nos
sirvio para identificar que el plasmido pCC1 efectivamente se replico en las E.
coli DHba. Puesto que esta prueba resulté positiva para los clones estudiados
(Figura 6.2 b), continuamos con la purificacion del ADN plasmidico.
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Capitulo 6 diazoefficiens

Realizamos chequeos por digestion y PCR sobre los plasmidos purificados.
El inserto UpDw_RBC se disené con un sitio de corte para la enzima Bam-
HI entre medio de los fragmentos Up_ RBC y Dw_RBC (Figura 6.2 a); por lo
tanto, al digerir con esta enzima obtendriamos un plasmido linealizado de 6295
pb (Figura 6.2 ¢). Ademas, realizamos un chequeo por PCR con los cebadores
FwUp_ RBC y RvDw_RBC (PCR 3) para amplificar el inserto UpDw_ RBC del
cual esperarfamos un fragmento de 612 pb (Figura 6.2 d).

(a) cbbl chbl chbS
(bir2585) (blr2585)  (bIr2586)
: UPRKID’WRBE Km sacB I:Upnsc :I:pi '
i ! FusDwe_RBCE)! '
FwExt_RBC ‘ ; sk B 7o
| 610 " M13Fw iﬁmm_,%ﬂc
(b) ' 1807pb ! RvExt_RBC

1000 pb
500 pb

Figura 6.3.: Mutante simple: (a) Esquema de cémo qued6 inserto el plasmido
dentro del gen cbbl de B. diazoefficiens USDA 110. Se muestra qué fragmen-
tos amplificarian los cebadores especificos. (b) Gel de agarosa: la amplificacién
de estos genes demuestra que el plasmido se ha insertado por el fragmento
Up_RBC: Calles 1 y 2: resultado de la PCR Fw sobre los clones 1 y 3, calles 3
y 4: resultado de la PCR Rv sobre los clones 1 y 3, calles 5 y 6: resultado de la
PCR 3 sobre los clones 1 y 3, calle 7: marcador de peso molecular L100, calle
8: control negativo.

6.1.2. Conjugacion y obtencién del mutante doble

Transformamos el plasmido pCC1 purificado a células electrocompetentes de
E. coli S17-1 para luego conjugarlas con USDA 110. Al conjugar las células,
USDA 110 puede adquirir el plasmido pCC1 pero no lo puede replicar, ya que
este plasmido no posee un origen de replicacién reconocible por B. diazoefficiens.
Asi, al seleccionar los B. diazoefficiens transconjugantes por su resistencia a Km,
estaremos obteniendo aquellos clones donde se espera que el plasmido haya sido
insertado en su cromosoma mediante un entrecruzamiento simple por el sitio don-
de se encuentra o bien el fragmento Up_ RBC (recombinacién Up_RBC), o bien
el fragmento Dw__RBC (recombinacion Dw_RBC). En la Figura 6.3 (a) esque-
matizamos cémo deberia quedar el clon de USDA 110 como resultado de la re-
combinacion Up_RBC, al que llamaremos mutante simple. Para corroborar la in-
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6.1 Construccion del mutante en el gen cbbL

sercion realizamos amplificaciones por PCR con los cebadores especificos M13Fw
y FwExt_ RBC (PCR Fw) en un caso y los cebadores M13Rv y RvExt_RBC
(PCR Rv) en otro caso. Los cebadores FwExt  RBC y RvExt_ RBC fueron dise-
nados especificamente para amplificar desde una regién externa a los fragmentos
Up_ RBC y Dw_RBC. En el caso de producirse una recombinaciéon Up_RBC,
los cebadores de la PCR Fw amplificarian 716 pb y los de la PCR Rv 1807 pb,
mientras que si se produce la recombinacion Dw__RBC, estos valores serian de
1830 pb y 715 pb respectivamente (Figura 6.3 a). El resultado de estas amplifi-
caciones (Figura 6.3 b) nos muestra que en uno de los clones (clon 3) el plasmido
se ha recombinado en USDA 110 a través del fragmento Up_ RBC puesto que la
corrida del producto de la PCR Fw muestra una banda entre las 700 y 800 pb y
la del proveniente de la PCR Rv muestra una banda entre las 1500 y 2000 pb.
También realizamos un control con los cebadores de la PCR 3.

Para finalizar la delecion fue necesario inducir una doble recombinacién. Con
este objetivo, el mutante simple se sembré en placas de Petri con medio YEM
suplementado con sacarosa 10% p/v. El gen sacB del plasmido pCC1 codifica
una enzima que convierte a la sacarosa en un metabolito toxico para los clones
que lo poseen. Por lo tanto, al sembrar los transconjugantes en un medio con
sacarosa se puede seleccionar en contra de las bacterias que no fueron capaces de
perder el plasmido por doble recombinacién. Esta recombinacién puede darse por
el fragmento Up_RBC devolviendo la forma salvaje o por el Dw_RBC produ-
ciendo la delecién deseada. En la Figura 6.4 (a) se muestra un esquema de cémo
quedarian los genes para los clones de USDA 110 en los que se ha dado la doble
recombinacion por el Dw, en los que se delecionaria la mayor parte de cbbL.

Los posibles clones recombinantes se seleccionaron en placas réplicas suple-
mentadas o bien con Km y Cm, o bien con Cm. Asi, los clones seleccionados
como resistentes a Cm (resistencia intrinseca de B. diazoefficiens) y sensibles a
Km (debido a que supuestamente perdieron el plasmido que los hacia resistentes
a Km) se chequearon mediante PCR utilizando los cebadores especificos FwExt
y RvExt (PCR Ext). En el caso de que se produjera la delecién, los cebadores
externos amplificarian un fragmento de 818 pb (Figura 6.4 a), mientras que en
la cepa salvaje éstos amplificarian un fragmento de 1889 pb. También realizamos
la PCR 3 con los clones candidatos, en este caso esperabamos amplificar 612 pb
para el mutante y aproximadamente 2000 pb para la salvaje. El resultado de es-
tas pruebas (Figura 6.4 b) mostraron que en uno de los clones (clon 9) se habia
producido la doble recombinacién por el Dw_ RBC.
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Capitulo 6 diazoefficiens
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Figura 6.4.: (a) Esquema del genotipo esperado de AcbbL, donde se ha intentado
delecionar la mayor parte cbbL. (b) Gel de agarosa para chequear la doble
recombinacion: calle 1 a 3: resultado de la PCR Ext sobre la cepa salvaje y
sobre los clones 9 y 3 del posible mutante doble, calle 4: marcador de peso
molecular L.100, calle 5 a 7: resultado de la PCR 3 sobre la cepa salvaje y sobre
los clones 9 y 3 del posible mutante doble.

Se extrajo el ADN del clon 9, se amplificé por PCR con los cebadores FwExt  RBC

y RvExt_ RBC (PCR Ext) y se envi6 a secuenciar (Macrogen Inc., Corea del Sur).
El resultado se muestra en las Figuras A.1, A.2 y A.3 (Ver Apéndice A.2.1) donde
puede observarse que efectivamente se delecioné gran parte de cbbL y que proba-
blemente se removié también la secuencia de unién del ribosoma (RBS) de cbbS.
Por lo tanto, podriamos esperar que la subunidad CbbL se exprese como una
proteina truncada y que posiblemente CbbS no pueda sintetizarse. En cualquier
caso, nuestra mutante (a la que llamaremos USDA 110 AcbbL o simplemente
AcbbL) no deberia poseer actividad RuBisCO.

84



6.2 Caracterizacion fenotipica

6.2. Caracterizacion fenotipica

Para estudiar los posibles efectos de la mutacion se realizaron algunos expe-
rimentos preliminares con USDA 110 AcbbL en comparacién con la cepa salvaje
USDA 110. Como primera aproximacion se estudié el crecimiento en distintos
medios y su comportamiento simbiético, y como consecuencia de estos estudios,
observamos diferencias en la morfologia celular y la competitividad para nodular.

6.2.1. Cinéticas de crecimiento y morfologia

La delecién de cbbL no tuvo efectos sobre el crecimiento en HME-Ara y HME-
Mtl. En ambos medios la duracién de la fase de retardo, el tiempo de duplicacién
y la biomasa total alcanzada fueron similares entre la cepa mutante AcbbL y la
salvaje USDA 110. Como se habia observado anteriormente con la cepa salvaje
y la mutante USDA 110 lafR::Km, la biomasa total alcanzada por ambas cepas
fue menor en HME-Ara que en HME-Mtl (Figura 6.5, obsérvese la diferencia de
escala en los ejes de las ordenadas).
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(a) USDA 110 y AcbbL en medio HME-Ara  (b) USDA 110 y AcbbL en medio HME-Mtl

Figura 6.5.: Cinética de crecimiento de la cepa salvaje USDA 110 (negro) com-
parada con la mutante AcbbL (gris). El crecimiento se midié como biomasa
total (DOsg) en dos medios ricos: HME-Ara (a) y HME-Mtl (b). Las barras
de error representan el desvio estandar, donde estan ausentes significa que son
maés chicas que el simbolo.

Se ha reportado que otra mutacion en cbbL produce alteraciones en el creci-
miento de B. diazoefficiens cuando utiliza tiosulfato ([S203] %) como dador de
electrones en atmosfera aerébica [76]. Teniendo en cuenta esta informacion rea-
lizamos curvas de crecimiento de la cepa salvaje y de la mutante AcbbL en el
medio de cultivo de Taylor utilizado por Masuda y col. [76] para el crecimiento
en [S,03] % como dador de electrones, como asi también en este mismo medio
suplementado con Mtl 0,1 % (p/v). Para estos ensayos partimos inicialmente de
cultivos realizados en HME-Mtl.
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parada con la mutante AcbbL (gris). El crecimiento se midié como biomasa
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error representan el desvio estandar, donde estan ausentes significa que son
mas chicas que el simbolo.
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retrasado respecto de la cepa salvaje USDA 110 durante las primeras horas de
cultivo. Sin embargo, luego de un tiempo prolongado ambas cepas llegaron a una
DO similar (Figura 6.6 a y c).

Llamativamente, este comportamiento no se observé cuando registramos el
crecimiento en términos de UFC, pues el ntimero de UFC.ml™! de la mutante
USDA 110 AcbbL alcanzdé al de la cepa salvaje, y luego de ese momento incluso
lo superé levemente hacia el final del experimento (Figura 6.6 b y d).

También realizamos estas curvas de crecimiento para el mismo medio pero
utilizando Ara 0,1 % p/v como fuente de carbono (medio Taylor-Ara), partiendo
de cultivos realizados en HME-Ara. Esta comparacién nos permitiria pensar si
los efectos observados en las Figuras (6.6 a y b) se deben a la falta de actividad
de CbbL, puesto que en Ara B. diazoefficiens no la induce. Para esta condicion
no observamos diferencias en las cinéticas de crecimiento de AcbbL respecto de
USDA 110, aunque si una pronunciada mortandad de ambas cepas luego de entrar
en la fase estacionaria de crecimiento (Figura 6.6 e y f).

Puesto que la diferencia en el ntimero de viables no correlacioné con los cambios
en la DO en Taylor y Taylor-Mtl, nos preguntamos si estas diferencias podrian
deberse a diferencias en el tamano celular. En efecto, si hacia el final de la fase
exponencial las células de la mutante fueran mas pequenas que las de la salvaje, se
observarfa una DO similar entre ambas cepas, con mayor ntimero de UFC.ml™!
en la mutante. Por otro lado, esta diferencia de tamano no deberia observarse
en Taylor-Ara, ya que en este medio el progreso de la DO y el de las viables se
correlacionaron durante las primeras 50 horas, mientras que después la DO se
mantuvo constante y las viables disminuyeron en ambas cepas.

Para chequear esta hipotesis estudiamos el tamano de las células de ambas
cepas para el momento correspondiente a la finalizacion de la fase de crecimiento
exponencial (4 dias en Taylor-Mtl y Taylor, y 2 dias en Taylor-Ara, indicado con
una flecha en la Figura 6.6). En estos tiempos, en Taylor-Mtl y Taylor la biomasa
total de la cepa salvaje es significativamente mayor que la de la mutante USDA
110 AcbbL, mientras que el nimero de viables por unidad de volumen se equipara;
en cambio, en Taylor-Ara ambos parametros coinciden para las dos cepas.

Como resultado, observamos que el tamaifio de las células de la mutante US-
DA 110 AcbbL se vio afectado en los medios Taylor-Mtl y Taylor (Figura 6.7),
mientras que esta diferencia no se presento en las células cultivadas en Taylor-Ara
(Figura 6.6), indicando que la mutacién AcbbL afecté un requerimiento de Ru-
BisCO en Mtl que tuvo como consecuencia una disminucion del tamaifio celular.
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Figura 6.7.: Diagrama de la distribucién en cuartiles y valor medio (x) de las
longitudes de las células en ym de las cepa salvaje (USDA 110) y la mutante
(AcbbL) extraidas al final de cada fase exponencial de los cultivos de estas cepas
realizados en el medio de cultivo (a) Taylor Mtl, (b) Taylor y (c¢) Taylor-Ara. En
todos los casos los promedios se realizaron utilizando entre 250 y 300 células.
Los datos experimentales se analizaron estadisticamente mediante ANOVA. Las
medias de las muestras resultaron significativamente diferentes entre USDA 110
y AcbbL (p < 0,05) para los casos (a) y (b).

6.2.2. Nodulacién en raices de soja

Puesto que la enzima RuBisCO puede actuar como carboxilasa, la actividad
de esta enzima podria ser importante en el interior del suelo, donde la atmédsfera
edafica posee una concentraciéon de CO, de 10-50 veces la del aire [66]. En estas
condiciones la mutante USDA 110 AcbbL podria verse desfavorecida. Para evaluar
esta posibilidad realizamos un ensayo de nodulacion en plantas de soja con la cepa
salvaje y la mutante USDA 110 AcbbL ambas crecidas en HME-Mtl. Se eligio
esta condicion de crecimiento para que se pudieran manifestar los efectos de la
mutacién, si los hubiera, sin que los cultivos celulares tengan diferencias en el
crecimiento. Para el ensayo colocamos las plantas en macetas provistas de perlita
y arena, las regamos con solucion mineral libre de nitrégeno, y las inoculamos
con la cepa USDA 110 AcbbL para evaluar su capacidad de nodular las raices. La
cepa USDA 110 AcbbL nodul6 perfectamente las plantas de soja, no presentando
diferencias en la morfologia y color de los nédulos.

En paralelo, otras macetas fueron inoculadas con una proporcién 1:1 de USDA
110 AcbbL respecto de la cepa salvaje B. diazoefficiens LP 3004. La cepa B.
diazoefficiens LP 3004 es resistente a Sm por lo que nos permitié comparar el
numero de nédulos ocupados con una u otra cepa al recuperar los nédulos en
cajas réplicas. Para hacer comparables los efectos, es decir, que la eficiencia para
ocupar noédulos no sea un efecto secundario de LP 3004, ademés realizamos el
mismo ensayo comparativo de la competicién de las cepas USDA 110 y LP 3004.
Como resultado de este experimento observamos que la ocupaciéon de USDA 110
AcbbL fue mucho menor respecto de la salvaje (Figura 6.8).
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Figura 6.8.: Competicién por la ocupacién de nédulos. La cepa salvaje (USDA
110) y la mutante (AcbbL) fueron coinoculadas con su parental resistente a
estreptomicina. Porcentaje de USDA 110 y AcbbL recuperados de los nédulos
de las plantas. Los datos experimentales se analizaron estadisticamente me-

diante el teste de Fisher. Los porcentajes recuperados fueron significativamente
diferenctes entre USDA 110 y AcbbL (p < 0,05)

En el capitulo anterior hemos observado una fuerte induccién de la enzima
RuBisCO en B. diazoefficiens cuando se la cultiva en HME-Mtl. Esta enzima
es capaz de estar activa como carboxilasa, y su actividad se asocia mas bien a
condiciones de crecimiento autotréficas. Para estudiar los efectos de esta enzima
en el crecimiento de B. diazoefficiens en medios suplementados con Mtl obtuvimos
un mutante delecional en la subunidad catalitica de esta enzima AcbbL.

En los ensayos practicados hasta el momento, se puede observar que en los me-
dios ricos como HME-Mtl y HME-Ara no hay una diferencia de crecimiento de la
mutante respecto de la cepa salvaje USDA 110. Mientras que si parece haber una
diferencia en el crecimiento y la morfologia de las células entre estas cepas cuando
son crecidas utilizando [SO3?] suplementado con Mtl. Este comportamiento no
es observado cuando se suplementa el medio con Ara.

El porcentaje de nédulos ocupados por la mutante respecto de la cepa salvaje
resultod ser menor en el ensayo preliminar de nodulacion realizado en semillas de
soja (Figura 6.8). Si bien no puede descartarse una fijaciéon de CO, a través del
ciclo de los écidos tricarboxilicos en reversa (rTCA), si en la rizésfera hay maés
CO,, podria ocurrir que la cepa salvaje tenga ventaja sobre la mutante USDA
AcbbL. Aunque no descartariamos que este efecto sea indirecto si hay una sintesis
diferenciada de exopolisacdrido (EPS) [98].

Resulta interesante continuar los estudios de los efectos de esta mutacién en
la simbiosis de B. diazoefficiens-soja. No obstante, seria necesario realizar una
complementacion con el gen cbbL salvaje para corroborar que estos efectos efec-
tivamente se deben a la delecién de dicho gen.
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Bradyrhizobium diazoefficiens es uno de los rizobios que se utilizan como bio-
fertilizantes para soja, pero a menudo sus efectos sobre el rendimiento del cultivo
son escasos. Se ha observado que la respuesta del rendimiento a la biofertilizacion
puede aumentarse si se mejora la capacidad de B. diazoefficiens para dispersarse
en el suelo y colonizar las raices [73], lo que nos motiv6 a avanzar en el conoci-
miento de la movilidad de esta importante especie bacteriana.

B. diazoefficiens se caracteriza por expresar su sistema de flagelos laterales en
medio liquido segin la fuente de carbono utilizada durante el crecimiento. Dos
fuentes de carbono comtinmente empleadas para el crecimiento de esta bacterias
son Mtl y Ara. Si las bacterias crecen con Mtl como fuente de carbono, no inducen
los flagelos laterales, mientras que con Ara si lo hacen. No esta claro cual es la
senal que induce la expresion de los flagelos laterales en Ara o la reprime en Mtl,
pero en vista de que los flagelos laterales parecen ser movidos por el Ap derivado
de la CTE a través de la oxidacion de las fuentes de carbono, es posible que la
disponibilidad de energia en la célula esté en conexién con la regulacion de la
expresion de estos flagelos.

En el desarrollo de esta Tesis nos propusimos contribuir al conocimiento de la
energética de la movilidad de B. diazoefficiens desde un aspecto general a través de
modelos que vinculen la actividad de la CTE y la fosforilacién oxidativa con el Ap.
Este estudio fue complementado con experimentos de laboratorio donde pudimos
establecer los parametros de crecimiento y las vias catabolicas principales de B.
diazoefficiens en medio liquido utilizando Mtl o Ara como fuentes de carbono. En
adicién, estudiamos el ciclo de CBB expresado diferencialmente en el catabolismo

de Mtl.

Consumo de energia por los flagelos laterales en medio liquido

Los parametros de crecimiento de B. diazoefficiens en medio liquido demos-
traron que esta bacteria posee un go,maq. tres veces mayor cuando es cultivada en
HME-Ara que cuando lo es en HME-Mtl. Esto podria ser explicado por el hecho
de que las bacterias crecidas en HME-Ara poseen flagelos laterales mientras que
en HME-Mtl no. Dado que el flagelo lateral es impulsado aparentemente por el
mismo Ap que el utilizado para la sintesis de AT'P [58], la sintesis y la rotacion
de los flagelos en HME-Ara quizas "compita" por el Ap con la sintesis de AT P.
Esto fue observado en el modelo matematico del Capitulo 3, indicando asi que
la bacteria requeriria un mayor go,ma. en HME-Ara respecto de HME-Mtl pa-
ra mantener la misma ji,,4., tal como se observa en las cinéticas de crecimiento
del Capitulo 4. Alternativamente, dado que Ara y Mtl se catabolizan por vias
metabodlicas diferentes, éstas podrian ser menos eficientes para producir AT P en
Ara respecto de Mtl, por lo cual en Ara deberia producir mas AT P por unidad
de tiempo. De acuerdo a los calculos estequiométricos realizados en el Capitulo
5, la produccién tedrica maxima de AT P respecto de cada sustrato no parece
diferir, lo que refuerza la hipotesis de que el mayor qo,mq. en Ara respecto de Mtl
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es debido a la produccion y funcionamiento de los flagelos laterales. De acuerdo
con esta hipotesis, observamos que la mutante lafR::Km posee valores similares
de qo,max €en HME-Ara y HME-Mtl y desplaza a la cepa salvaje cuando se las
cultivan juntas (Tabla 4.1 y Figura 4.4).

Por otro lado, a partir de los resultados del modelo matematico propuesto para
estudiar la contribuciéon del Ap al movimiento de los flagelos y a la sintesis de
AT P, pudimos ver que la capacidad de las bacterias para sintetizar flagelos lleva a
un mayor consumo de O, sin que esto implique una sintesis de AT P mayor, lo cual
responde a la regulacion del cociente NADH/N AD™. Si bien los flagelos laterales
parecen actuar como desacoplantes, la mayor expresion de enzimas ligadas a la
produccion de cofactores de éxido-reduccion en Ara observada en la protedémica
podria conducir a una mayor concentracion de los mismos, lo que podria modificar
el cociente NADH/NAD™. Asimismo, una mayor produccién de cofactores de
6xido-reduccién en Ara podria ser necesaria para satisfacer una mayor velocidad
de transferencia de electrones a la CTE. Los datos de protedmica expuestos en el
Capitulo 5 mostraron que la via EMP no funcionaria en esta bacteria, con lo cual
no puede esperarse que la regulacién del cociente NADH/NAD™ ocurra via la
carga energética a través de la modulacién de la fosfofructoquinasa. Al presente,
no sabemos cuél podria ser el sistema regulador del cociente NADH/NAD™" en
estas condiciones.

Tomando los resultados anteriores en conjunto, podriamos preguntarnos si la
expresion de los flagelos laterales es la causa o la consecuencia de un mayor ¢o,maz
en HME-Ara. Otros experimentos han demostrado que la sintesis de los flagelos
laterales es también estimulada en respuesta a una exposicion permanente a un
estrés oxidativo moderado [29], o es inhibida en microaerobiosis [93] o ante la
deficiencia de hierro [140]; lo cual indicaria que el estado de oxigenacién y/o
respiracion de la célula es un elemento clave en el control de la expresion de
los flagelos laterales. De acuerdo a las observaciones mostradas en el Capitulo 4
comparando la cepa salvaje con la mutante lafR::Km, el incremento en ¢o,max
en HME-Ara no es independiente de la presencia de flagelos laterales, sugiriendo
que la sintesis de estas organelas podria ser la causa, mas que la consecuencia,
de un alto go,maz- Sin embargo, no puede descartarse que Ara, o alguno de sus
intermediarios, induzca el inicio de la sintesis de los flagelos, y éstos, una vez
en funcionamiento, estimulen la CTE ejerciendo una retroalimentacion positiva
sobre la sintesis de flagelos.

La movilidad de las bacterias es altamente regulada por su sistema interno
y las interacciones con el entorno, puesto que la sintesis y funcionamiento de
los flagelos requiere de una gran cantidad de energia. Ciertas especies de Vibrio
spp. con flagelos duales inducen la expresion de flagelos laterales para moverse en
ambientes mas viscosos.

Estudios taxonémicos sobre el orden Rizobiales han demostrado que la mayoria
de las especies secuenciadas poseen el sistema de flagelos laterales respecto al
flagelo subpolar, y solo el 10 % de estas especies posee un sistema dual de flagelos.
Dentro del género Bradyrhizobium, con especies capaces de nodular la soja y fijar
nitrogeno, todas las especies estudiadas (128) poseen el flagelo subpolar, mientras
que 70 de estas poseen ademas el flagelo lateral [40]. Sin embargo, entre los
linajes que poseen los dos flagelos se verifican pérdidas en algunas ramas (Figura
1.10), sugiriendo que la presencia de los dos flagelos en la misma bacteria es
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inestable, en concordancia con nuestras observaciones de la competitividad de la
cepa mutante lafR::Km sobre la salvaje. Asi, teniendo en cuenta que solo el 10 %
de las especies del orden Rizobiales posee un sistema dual de flagelos, existiria una
tendencia por mantener solamente uno de los sistemas flagelares. La presencia de
los sistemas flagelares duales en la mitad de los genomas conocidos del género
Bradyrhizobium, siendo que estos suponen un costo energético superior, sugiere
interrogantes acerca de las funciones particulares de estos flagelos y cudles serian
las ventajas evolutivas de mantenerlos.

De ensayos anteriores sabemos que los mutantes de B. diazoefficiens que no
poseen flagelos laterales (Alaf A) resultaron méas competitivos que la cepa salvaje
a la hora de nodular raices de soja; por lo tanto, la presencia de flagelos laterales
no suponen una ventaja en este sentido [1]. Ademas, los flagelos laterales no son
los tnicos necesarios para el movimiento tipo verbenear [24] y tampoco parecen
contribuir a la quimiotaxis y a la velocidad de nado. La cepa salvaje posee una
velocidad de nado de 28,8 um.s™!, para la AlafA es de 26,9 um.s~! , mientras
que para la mutante carente del flagelo subpolar (AfliC) es de 17,2 pm.s~* [96].
El 1nico rol propuesto para los flagelos laterales es su contribuciéon, junto con el
subpolar, al nado cerca de las superficies, puesto que el flagelo subpolar tiende a
adherirse a estas superficies mientras que el flagelo lateral lo evita [96].

Una funcionalidad aparente de los flagelos laterales es el nado en un medio
con obstaculos lo cual seria relevante en ambientes como el suelo. Esto puede
visualizarse en ensayos de natacién realizados en agar semisolido (0,3 %), los cua-
les han demostrado que esta condicion induce la sintesis de los flagelos laterales
aun con Mtl como fuente de carbono. En estas concentraciones el medio no es lo
suficientemente viscoso como para inducir el verbenear en la superficie del agar,
sino que las bacterias nadan a través del liquido retenido entre los reticulos del
agar. En estos casos la presencia de los flagelos laterales presentaria una ventaja
respecto de la cepa que no los posee [96, 83] (Figura 7.1).

WT AlafA

Figura 7.1.: Halos de movilidad de la cepa salvaje de B. diazoefficiens (WT) y
la mutante carente de flagelos laterales (AlafA). Extraida de [83]

De los resultados del modelo expuesto en el Capitulo 3 hemos visto que para
las bacterias que poseen un mayor numero de flagelos, la fraccién de bacterias
presentes en la subpoblacién con mayores w es superior (Figura 3.5). Hemos
expresado antes que los flagelos no parecen aportar a una mayor velocidad de
natacion; sin embargo, estos estudios se realizaron siguiendo las trayectorias de
bacterias visiblemente moviles sobre una poblacién en la que no todas se mueven.
Cabe preguntarse si el mayor nimero de flagelos conduciria a una poblacién mas
movil. Es decir, a una poblacién en la cual una mayor fraccién de bacterias posea
velocidades altas de natacion respecto de aquellas que poseen un solo flagelo,
siendo esta una ventaja evolutiva de los Bradyrhizobium spp. que poseen sistemas
duales respecto de los que no. Esto es consistente con la morfologia de los halos
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de movilidad, los cuales se suelen ver mas concentrados para las bacterias con
un tnico flagelo respecto de las que poseen més de uno (Figura 7.1), indicando
que en éstas la sub-poblaciéon de bacterias con alta movilidad es menor. En este
sentido, seria interesante poder tratar de detectar la presencia de una poblacion
muy diluida de bacterias de la cepa AlafA o de la cepa lafR::Km mas alla del halo
denso de movilidad donde se las observa, para ver si efectivamente la poblacion
de bacterias mas moviles es muy escasa en estas mutantes.

Los resultados de nuestro modelo se han construido para datos obtenidos para
E. coli, por no disponer de datos para B. diazoefficiens. Sin embargo se trata de
un modelo simple, en el cual pueden reemplazarse los parametros por aquellos
que puedan ser determinados para otras cepas y asi estudiar el comportamiento
eventualmente de otras bacterias con un grado de generalizacion limitada. Adicio-
nalmente, también puede emplearse para estudiar el comportamiento en medios
donde la cantidad de O es menor (microoxia) y para mutantes con mayor acti-
vidad en alguna de las enzimas.

En bidsqueda de posibles roles de la actividad RuBisCO en B. diazoefficiens

El estudio proteémico de las vias metabdlicas nos condujo a observar que
se encontraban presentes las proteinas del ciclo CBB en los cultivos realizados
con HME-Mtl, pero no en aquellos crecidos en HME-Ara. Esto resulté curioso,
por tratarse de una condicién aerdbica y en presencia de una fuente de carbono
abundante. No sabemos si esta via estaria activa en el metabolismo de Mtl puesto
que no hemos medido la actividad RuBisCO, por ejemplo incubando con *CO, e
intentando encontrar la marca en intermediarios de la via CBB. Como alternativa
para estudiar el posible rol de la RuBisCO en el metabolismo de Mtl en B.
diazoefficiens, realizamos una mutaciéon que consistio en la delecién de una parte
del gen cbbL, la cual parece haber resultado en una subunidad CbbL truncada y
puede haber repercutido negativamente sobre la sintesis de CbbS. Por lo tanto,
la mutacién parece haber conducido a la eliminacién de la actividad RuBisCO.
Esta mutacion llevo a observar efectos en el crecimiento y la morfologia de células
cultivadas en medios quimioautotréficos y mixotréficos, en este caso cuando la
fuente de carbono fue Mtl pero no cuando fue Ara.

Si bien los estudios mostrados en Capitulo 6 son preliminares, de acuerdo
a lo observado en las curvas de crecimiento realizadas en medio con [SyO03]72
suplementado con Mtl o Ara, podriamos pensar que en un medio con Ara la
expresion de la RuBisCO se encuentra reprimida, pues en este medio las bacterias
mueren mas rapidamente (cuando se les termina la Ara), mientras que en los
medios suplementados con Mtl las cinéticas de crecimiento son mas prolongadas.
La RuBisCO no estuvo presente en los medios suplementados con Ara, pero si
en los medios suplementados con Mtl puesto que la mutante AcbbL presentd una
cinética de crecimiento retrasada respecto de la salvaje.

La RuBisCO se ha detectado en bacteroides como asi también las otras enzimas
de la via PP [106, 27]. Sin embargo, desconocemos cudl seria el rol de esta enzima
en el nédulo. Reportes previos indicaron que la RuBisCO puede condicionar al
menos en parte la fijacion de Ny [42], lo que podria explicar la mala performance
de la mutante a la hora de competir por la ocupaciéon de los nédulos con una
cepa salvaje que si es capaz de expresar la RuBisCO, a través de un sistema de
sanciones impuesto por la planta [102].
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Discusion general

En conclusion, en este trabajo de Tesis hemos avanzado en el estudio de los
parametros de crecimiento en medio liquido y las vias de oxidacion de sustratos
de B. diazoefficiens y su relacién con la sintesis de flagelos. Seria interesante con-
tinuar los estudios de posibles senalizaciones que tengan que ver con el estado
redox de la célula para comprender como es que relaciona movilidad con disponi-
bilidad de energia y la movilidad de estas cepas en medios reticulados. Asimismo,
deberia ampliarse esta investigacién a otras fuentes de carbono, para intentar
elucidar patrones metabdlicos comunes.

A partir del analisis por proteémica comparativa de cuales serian las posibles
rutas metabdlicas del catabolismo de ambas fuentes de carbono, el estudio pa-
ra Mtl nos condujo a nuevas investigaciones sobre el posible rol de la enzima
RuBisCO en la nodulacién de raices de soja. Seria interesante continuar con la
complementacion del mutante y el crecimiento de esta cepa mutante en otros
medios de cultivo. Asimismo, seria interesante llevar a cabo estudios mas deta-
llados de la simbiosis para intentar determinar si el defecto de la competitividad
del mutante AcbbL se produce a nivel de la infeccién temprana o de sanciones
durante el desarrollo del nédulo y la fijacién de Ns.
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A. Apéndices

A.1. Vias metabdlicas

En las siguientes tablas se presentan las reacciones de los balances estequio-
métricos para las vias metabdlicas sugeridas para la reduccién de L-Arabinosa
o D-Manitol que se consideraron para los balances energéticos presentados en el
Capitulo 5. En cada uno de los casos el balance de AT P + GT P formado se reali-
z6 teniendo en cuenta el producido o consumido en la via y a partir del NADH
y FADH,, contabilizandose 3 AT P para un NADH y 2 para un FADH,.

Lo mismo con el O, se tuvo en cuenta el consumido en la via y los consumidos
en la oxidaciéon de NADH y FADH, siguiendo las estequiometrias siguientes:

2 NADH + 2H" + Oy — 2 NAD" + 2 H,O

En tanto que el piruvato (para evaluar el grado anaplerético de la via) se con-
tabilizaron los producidos antes de entrar en el ciclo de los acidos tricarboxilicos

(TCA).
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Capitulo A

Apéndices

A.1.1.
A.1.1.1.

L-Arabinosa
Via del LKDA

Tabla A.1l.: Reacciones de la ruta de oxidacién de Ara balanceadas estequio-
métricamente (Ara : LKDA) con las respectivas enzimas que catalizan cada
reaccion. En verde aquellas proteinas pertenecientes al grupo Ara-Dif y en azul
aquellas encontradas en el proteoma pero que no estan expresadas en forma

diferencial.

Sustrato

Producto

Enzimas
detectadas

6 L — arabinosa + 6 NADT

6 L — arabino — v — lactona + 6 H20
6 L — arabonato

6 L — 2 — ceto — 3 — deoxi — arabonato
6 glicoaldehido + 6 HoO + 6 NADT
6 glicolato + 6 O2

4 glioxilato

1 tartronatosemialdehido

1 hidroxipiruvato + NADH + Ht
1 tartronatosemialdehido + NADH + HT
2 glicerato + 2 ATP

2 glicerato — 2 — fosfato

2 fosfoenolpiruvato +2 ADP

2 glioxilato + 2 O2 + 2 H20

2 oxalato + 2 formil — CoA

2 ozxalil — CoA

2 formato + 2 NADT

8 piruvato +8 SH — CoA +8 NADT

8 acetil — CoA + 8 oxaloacetato + 8 HoO

8 citrato

8 isocitrato + 8 NADT

8 2 — oxoglutarato + 8 SH — CoA +8 NADT
8 succinil — CoA + 8 P + 8 GDP

8 succinato + 8 FAD™T

8 fumarato + 8 H20

8 malato + 8 NAD™T

6 L —arabino—~ —lactona + 6 NADH + 6 Ht
6 L — arabonato

6 L — 2 — ceto — 3 — deoxi — arabonato + 6 HyO
6 piruvato + 6 glicoaldehido

6 glicolato + 6 NADH +6 HT

6 glioxilato 4+ 6 H202

2 tartronatosemialdehido + 2CO2
1 hidroxipiruvato

1 glicerato + NAD™T

1 glicerato + NADT

2 glicerato — 2 — fosfato + 2 ADP
2 fosfoenolpiruvato + 2 H2O

2 piruvato + 2 ATP

2 oxalato + 2 HoOo

2 oxalil — CoA + 2 formato

2 formil — CoA + 2 COsq

2C0O2 + 2 NADH + 2 H'

8 acetil — CoA +8 CO> + 8 NADH + 8 HT

8 citrato + 8 DH — CoA

8 isocitrato

8 2 —oxoglutarato + 8 NADH + 8 CO2 +8 HT
8 succinil — CoA + 8 COy + 8 NADH +8 Ht
8 succinato + 8 GTP + 8 SH — CoA

8 fumarato + 8 FADH>

8 malato

8 oxaloacetato + 8 NADH + 8 Ht

No anotada
BI17540,
BI17541,
BI17543,
Blr4823

Blr7172

BIr7830
Bl114794
BIr7138

No anotada

Blr2317
B114782,
Bl14783
Blr4839
B110466
Blr5747
BI10452
B110453
BIr0514,
BIr0515
BI115796,
BIr6519
B110456
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A.1 Vias metabdlicas

Balance
6 CsH10O5(Ara) + 44 NADT+8 FADT 8 GDP + 8 Pi + 22 HyO + 8 Oy —
30 COy + 44 NADH + 44 H* 8 FADH, + SGTP + 8 Hy0,

Rendimiento
ATP + GTP: 8 + 44 x 3 + 8 x 2 : 156
Oy: 8 + 44/2 + 8/2 : 34
piruvato @ 8
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Capitulo A

Apéndices

A.1.2.
A.1.2.1.

D-Manitol
Via PP

Tabla A.2.: Estequiometria para la degradacion de Mtl por la via pentosa fosfato
(PP) con las respectivas enzimas que catalizan cada reacciéon. En rojo aquellas
proteinas pertenecientes al grupo Mtl-Dif y en azul aquellas encontradas en el
proteoma pero que no estan expresadas en forma diferencial.

Sustratos Productos Enzimas
detectadas
1 D — manitol + NADT 1 D — fructosa + NADH + H*t BlIr3225
1 D — fructosa + ATP 1 D — fructosa — 6 — fosfato + ADP Blr3227
3 D — fructosa — 6 — fosfato 3 D — glucosa — 6 — fosfato Blr6758
3 D — glucosa — 6 — fosfato + 3 NADt 3 D — glucono — 1,5 — v — lactona — 6 — Blr6760
fosfato + 3 NADH + 3 Ht
3 D — glucono — 1,5 — v — lactona — 6 — 3 D — gluconato — 6 — fosfato BIr0368
fosfato + 3 Ha20
3 D — gluconato — 6 — fosfato + 3 NADT 3 D — ribulosa — 5 — fosfato + 3 CO2 + Blr6759
3 NADH + 3 HT
1 D — ribulosa — 5 — fosfato 1 D — ribosa — 5 — fosfato Blr3755
2 D — ribulosa — 5 — fosfato 2 D — zilulosa — 5 — fosfato Blr2588
1 D — zilulosa — 5 — fosfato + 1 D — ribosa — 1 D — gliceraldehido — 3 — fosfato + 1 D — Blr2168,
5 — fosfato sedoheptulosa — 7 — fosfato Blr2583
1 D — gliceraldehido — 3 — fosfato + 1 D — 1 D — fructosa — 6 — fosfato + 1 D — Blr6758
sedoheptulosa — 7 — fosfato eritrosa — 4 — fosfato
1 D — zilulosa — 5 — fosfato + 1 D — 1 D — fructosa — 6 — fosfato + 1 D — Blr2168,
eritrosa — 4 — fosfato gliceraldehido — 3 — fosfato Blr2583
1 D — gliceraldehido — 3 — fosfato + 1 D — glicerato — 1,3 — bifosfato + BIl111523
1 NADt +1 Pi 1 NADH + 1 HT
1 D — glicerato — 1,3 — bifosfato + 1 ADP 1 D — glicerato — 3 — fosfato + 1 ATP Bll1522
1 D — glicerato — 3 — fosfato 1 D — glicerato — 2 — fosfato Blr0686
1 D — glicerato — 2 — fosfato 1 fosfoenolpiruvato + 1 HaO B114794
1 fosfoenolpiruvato + ADP 1 piruwvato + 1 ATP BIr7138
1 piruvato + 1 NADT 1 acetil—CoA + 1COy + 1 NADH + 1 HT Bl14782,
Bl14783,
Blr2815
1 acetil — CoA + 1 oxaloacetato + 1 HoO 1 citrato + CoA Blr4839
1 citrato 1 isocitrato BI110466
1 isocitrato + 1 NADt 1 2—oxoglutarato + 1 COy + 1 NADH + 1 HT Blr5747
1 2 — ozoglutarato + CoA + 1 NADT 1 succinil —CoA + 1 CO2 + 1 NADH + 1 HT Bl110452
1 succinil — CoA + 1 Pi + 1 GDP 1 succinato + CoA 1 GTP BI110453
1 succinato + 1 FAD™T 1 fumarato + 1 FADH> Blr0514,
BIr0515
1 fumarato + 1 H20 1 malato BIl15796,
BIr6519
1 malato + 1 NADt 1 ozaloacetato + 1 NADH + 1 Ht BI110456
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A.1 Vias metabdlicas

Balance
1CsH0Og + 12 NADT +1 FADT™ +1ADP +1GDP + 2 Pi + 4 H,O —
6 COy + 12 NADH + 12 H*1 FADH, + 1 ATP + 1GTP

Rendimiento
ATP + GTP: 2 + 12 x 3 + 1 x 2 : 40
Oy: 12/2 + 1/2 : 6,5
piruvato @ 1
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Capitulo A

Apéndices

A.1.2.2. Ciclo CBB(carboxilasa)

Tabla A.3.: Estequiometria para la degradacion de Mtl por la via CBB, supo-
niendo que la RuBisCO esta activa como carboxilasa (CBB (carboxilasa)) con
las respectivas enzimas que catalizan cada reaccion. En rojo aquellas proteinas
pertenecientes al grupo Mtl-Dif y en azul aquellas encontradas en el proteoma
pero que no estan expresadas en forma diferencial.

Sustratos Productos Enzimas
detectadas
2 manitol + 2 NADt 2 fructosa + 2 NADH Blr3225
2 D — fructosa + 2 ATP 2 D — fructosa — 6 — fosfato + 2 ADP Blr3227
6 D — fructosa — 6 — fosfato 6 D — glucosa — 6 — fosfato BIr6758
6 D — glucosa — 6 — fosfato + 6 NADT 6 D — glucono — 1,5 — v — lactona — 6 — BIr6760
fosfato + 6 NADH + 6 HT
6 D — glucono — 1,5 — v — lactona — 6 — 6 D — gluconato — 6 — fosfato Blr0368
fosfato + 6 HaO
6 D — gluconato — 6 — fosfato + 6 NADY 6 D — ribulosa — 5 — fosfato + 6 CO2 + BIr6759
6 NADH + 6 HT
1 D — ribulosa — 5 — fosfato 1 D — ribosa — 5 — fosfato Blr3755
2 D — ribulosa — 5 — fosfato 2 D — zxilulosa — 5 — fosfato Blr2588
1 D — zilulosa — 5 — fosfato + 1 D — ribosa — 1 D — gliceraldehido — 3 — fosfato + 1 D — Blr2168,
5 — fosfato sedoheptulosa — 7 — fosfato Blr2583
1 D — zilulosa — 5 — fosfato + 1 D — 1 D — fructosa — 6 — fosfato + 1 D — Blr2168,
eritrosa — 4 — fosfato gliceraldehido — 3 — fosfato Blr2583
2 D — gliceraldehido — 3 — fosfato + 2 D — 2 D — fructosa — 6 — fosfato + 2 D — Blr6758
sedoheptulosa — 7 — fosfato eritrosa — 4 — fosfato
3 D — ribulosa — 5 — fosfato + 3 ATP 3 D — ribulosa — 1,5 — bifosfato + 3 ADP Blr2582
3 D—ribulosa—1,5—bifosfato + 3 CO2 + 3 HoO 6 D — glicerato — 3 — fosfato Blr2585,
Blr2586
3 D — glicerato — 3 — fosfato + 3 ATP 3 D — glicerato — 1,3 — bifosfato + 3 ADP Bl11522
3 D — glicerato — 1,3 — bifosfato + 3 D — gliceraldehido — 3 — fosfato + Bl111523
3NADH + 3 H* 3 NAD' + 3P
2 D — gliceraldehido — 3 — fosfato 2 D — glicerona — 3 — fosfato B114807
1 D — gliceraldehido — 3 — fosfato + 1 D — 1 D — fructosa — 1,6 — bifosfato BIll1521,
glicerona — 3 — fosfato Blr2584
1 D — fructosa — 1,6 — bifosfato 1 D — fructosa — 6 — fosfato + 1 Pi Blr2581
1 D — glicerona — 3 — fosfato + 1 D — 1 D — sedoheptulosa — 1,7 — bifosfato Bll1521,
eritrosa — 4 — fosfato Blr2584
1 D — sedoheptulosa — 1,7 —bifosfato + 1 HoO 1 D — sedoheptulosa — 7 — fosfato + 1 Pi Blr4363
3 D — glicerato — 3 — fosfato 3 D — glicerato — 2 — fosfato Blr0686
3 D — glicerato — 2 — fosfato 3 fosfoenolpiruvato + 3 H20 B114794
3 fosfoenolpiruvato + 3 ADP 3 piruvato +3 ATP Blr7138
3 piruvato + 3 CoA + 3 NADT 3 acetil — CoA + 3CO2 + 3 NADH + 3 Ht Bl114782,
B114783,
Blr2815
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A.1 Vias metabdlicas

Tabla A.5.: Continuacion. Estequiometria para la degradacion de Mtl por la via
CBB, suponiendo que la RuBisCO esta activa como carboxilasa (CBB (carboxi-
lasa)) con las respectivas enzimas que catalizan cada reaccién. En rojo aquellas
proteinas pertenecientes al grupo Mtl-Dif y en azul aquellas encontradas en el
proteoma pero que no estan expresadas en forma diferencial.

Sustratos Productos Enzimas
detectadas

3 acetil — CoA + 3 oxaloacetato + 3 HaO 3 citrato + 3 CoA Blr4839
3 citrato 3 isocitrato B110466
3 isocitrato + 3 NAD™T 3 2—oxoglutarato + 3 COs + 3 NADH + 3 Ht Blr5747
3 2 — ozoglutarato + 3 CoA + 3 NADT 3 succinil —CoA + 3CO2 + 3 NADH + 3 HT BI110452
3 succinil — CoA + 3 Pi + 3 GDP 3 succinato + 3 GTP + 3 P B110453
3 succinato + 3 FADT 3 fumarato + 3 FADHo BIr0514,

BIr0515
3 fumarato + 3 H20 3 malato BIl15796,

Blr6519
3 malato + 3 NADT 3 oxaloacetato + 3 NADH + 3 Ht BI110456

Balance

2 CsH100¢ + 23 NADT™ + 3 FAD" + 5 ATP + 3 GDP + 10 H,O —
12C0Oy + 23 NADH + 23 H" 1 FADH, + 5 ADP + 3GTP + 2 Pi

Rendimiento
ATP + GTP: -2 4+ 23 x 3 + 3 x 2 : 73
Oy: 23/2 + 3/2 : 13
piruvato @ 3
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Capitulo A

Apéndices

A.1.2.3.

Ciclo CBB(oxigenasa:oxalato)

Tabla A.7.: Estequiometria para la degradacion de Mtl por la via CBB, supo-
niendo actividad oxigenasa de la RuBisCO y la degradacion del glioxilato via
oxalato (CBB (oxigenasa:oxalato)) con las respectivas enzimas que catalizan
cada reaccion. En rojo aquellas proteinas pertenecientes al grupo Mtl-Dif, en
azul aquellas encontradas en el proteoma pero que no estan expresadas en forma
diferencial y en verde aquellas que pertencen al grupo Ara-Dif.

Sustratos Productos Enzimas
detectadas
5 manitol + 5 NADT 5 fructosa + 5 NADH 4+ 5 Ht+ Blr3225
5 D — fructosa + 5 ATP 5 D — fructosa — 6 — fosfato + 5 ADP Blr3227
9 D — fructosa — 6 — fosfato 9 D — glucosa — 6 — fosfato Blr6758
9 D — glucosa — 6 — fosfato + 9 NADT 9 D — glucono — 1,5 — v — lactona — 6 — BIr6760
fosfato + 9 NADH + 9 HT
9 D — glucono — 1,5 — v — lactona — 6 — 9 D — gluconato — 6 — fosfato Blr0368
fosfato + 9 HaO
9 D — gluconato — 6 — fosfato + 9 NADT 9 D — ribulosa — 5 — fosfato + 9 CO2 + Blr6759
9 NADH + 9 HT
1 D — ribulosa — 5 — fosfato 1 D — ribosa — 5 — fosfato BIr3755
2 D — ribulosa — 5 — fosfato 2 D — zxilulosa — 5 — fosfato Blr2588
1 D — zilulosa — 5 — fosfato + 1 D — ribosa — 1 D — gliceraldehido — 3 — fosfato + 1 D — Blr2168,
5 — fosfato sedoheptulosa — 7 — fosfato Blr2583
1 D — zilulosa — 5 — fosfato + 1 D — 1 D — fructosa — 6 — fosfato + 1 D — Blr2168,
eritrosa — 4 — fosfato gliceraldehido — 3 — fosfato Blr2583
2 D — gliceraldehido — 3 — fosfato + 2 D — 2 D — fructosa — 6 — fosfato + 2 D — Blr6758
sedoheptulosa — 7 — fosfato eritrosa — 4 — fosfato
6 D — ribulosa — 5 — fosfato + 6 ATP 6 D — ribulosa — 1,5 — bifosfato + 6 ADP Blr2582
6 D — ribulosa — 1,5 — bifosfato + 6 O2 6 D — glicerato — 3 — fosfato + 6 glicolato — Blr2585,
2 — fosfato Blr2586
3 D — glicerato — 3 — fosfato + 3 ATP 3 D — glicerato — 1,3 — bifosfato + 3 ADP Bll1522
3 D — glicerato — 1,3 — bifosfato + 3 D — gliceraldehido — 3 — fosfato + Bl111523
3NADH + 3 H' 3 NAD' + 3P
2 D — gliceraldehido — 3 — fosfato 2 D — glicerona — 3 — fosfato BI114807
1 D — gliceraldehido — 3 — fosfato + 1 D — 1 D — fructosa — 1,6 — bifosfato BIll1521,
glicerona — 3 — fosfato Blr2584
1 D — fructosa — 1,6 — bifosfato 1 D — fructosa — 6 — fosfato + 1 Pi Blr2581
1 D — glicerona — 3 — fosfato + 1 D — 1 D — sedoheptulosa — 1,7 — bifosfato BIll1521,
eritrosa — 4 — fosfato Blr2584
1 D — sedoheptulosa — 1,7 —bifosfato + 1 HoO 1 D — sedoheptulosa — 7 — fosfato + 1 P Blr4363
3 D — glicerato — 3 — fosfato 3 D — glicerato — 2 — fosfato Blr0686
3 D — glicerato — 2 — fosfato 3 fosfoenolpiruvato + 3 H20 B114794
3 fosfoenolpiruvato + 3 ADP 3 piruvato + 3 ATP Blr7138
3 piruvato + 3 CoA + 3 NADT 3 acetil — CoA + 3CO2 + 3 NADH + 3 HT Bl114782,
B114783,
Blr2815
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A.1 Vias metabdlicas

Tabla A.8.: Continuacion. Estequiometria para la degradacién de Mtl por la
via CBB, suponiendo actividad oxigenasa de la RuBisCO y la degradacion del
glioxilato via oxalato (CBB (oxigenasa:oxalato)) con las respectivas enzimas que
catalizan cada reaccion. En rojo aquellas proteinas pertenecientes al grupo Mtl-
Dif, en azul aquellas encontradas en el proteoma pero que no estan expresadas
en forma diferencial y en verde aquellas que pertencen al grupo Ara-Dif.

Sustratos Productos Enzimas
detectadas
3 acetil — CoA + 3 oxaloacetato + 3 Ho0O 3 citrato + 3 CoA Blr4839
3 citrato 3 isocitrato BI110466
3 isocitrato + 3 NAD™T 3 2—oxoglutarato + 3 CO2 + 3 NADH + 3 Ht Blr5747
3 2 — oxoglutarato + 3 CoA + 3 NADt 3 succinil —CoA + 3COy + 3 NADH + 3 HT Bl110452
3 succinil — CoA + 3 Pi + 3 GDP 3 succinato + + 3 CoA + 3 GTP B110453
3 succinato + 3 FADT 3 fumarato + 3 FADH> Blr0514,
BIlr0515
3 fumarato + 3 H20 3 malato BIl15796,
Blr6519
3 malato + 3 NADT 3 oxaloacetato + 3 NADH + 3 HT BI110456
6 glicolato — 2 — fosfato + 6 H0 6 glicolato +6 P BIl13754
6 glicolato + 6 O2 6 gliozilato + 6 H202 Bl17541
6 glioxilato + 6 O2 + 6 H20 6 oxalato + 6 H202 no
anotada
6 oxalato + 6 formil — CoA 6 oxalil — CoA + 6 formiato
6 oxalil — CoA +6 HT 6 formil — CoA + 6 COaq
6 formiato + 6 NADT 6 CO2 + 6 NADH + 6 HT ,
Blr2317

Balance

5 C¢H100¢ + 38 NAD'T + 3 FAD'T + 11 ATP + 3GDP + 25 H,O —
30C0, +37TNADH + 37T Ht*3 FADH, + 11 ADP +3GTP + 8 Pi + 12 Hy0O,

Rendimiento

ATP + GTP: -8 + 38 x 3 + 3 x 2 : 112

Oy:18 + 38/2 + 3/2 : 38
piruvato @ 3
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Capitulo A

Apéndices

A.1.2.4.

Ciclo CBB(oxigenasa: THF)

Tabla A.9.: Estequiometria para la degradacion de Mtl por la via CBB, supo-
niendo actividad oxigenasa de la RuBisCO y la degradacion del glioxilato via el
tetrahidrofolato (CBB (oxigenasa:THF')), con las respectivas enzimas que cata-
lizan cada reaccién. En rojo aquellas proteinas pertenecientes al grupo Mtl-Dif
y en azul aquellas encontradas en el proteoma pero que no estan expresadas en

forma diferencial.

Sustratos Productos Enzimas
detectadas
3 manitol + 3 NADT 3 fructosa + 3 NADH + 3 Ht+ Blr3225
3 D — fructosa + 3 ATP 3 D — fructosa — 6 — fosfato + 3 ADP Blr3227
10 D — fructosa — 6 — fosfato 10 D — glucosa — 6 — fosfato BIr6758
10 D — glucosa — 6 — fosfato + 10 NADt 10 D — glucono — 1,5 — v — lactona — 6 — BIr6760
fosfato + 10 NADH + 10 HT
10 D — glucono — 1,5 — v — lactona — 6 — 10 D — gluconato — 6 — fosfato Blr0368
fosfato + 10 H20
10 D — gluconato — 6 — fosfato + 10 NADY 10 D — ribulosa — 5 — fosfato + 10 CO2 + Blr6759
10 NADH + 10 HT
2 D — ribulosa — 5 — fosfato 2 D — ribosa — 5 — fosfato BIr3755
6 D — ribulosa — 5 — fosfato 6 D — xilulosa — 5 — fosfato Blr2588
2 D — zilulosa — 5 — fosfato + 2 D — ribosa — 2 D — gliceraldehido — 3 — fosfato + 2 D — Blr2168,
5 — fosfato sedoheptulosa — 7 — fosfato Blr2583
2 D — zilulosa — 5 — fosfato + 2 D — 2 D — fructosa — 6 — fosfato + 2 D — Blr2168,
eritrosa — 4 — fosfato gliceraldehido — 3 — fosfato Blr2583
4 D — gliceraldehido — 3 — fosfato + 4 D — 4 D — fructosa — 6 — fosfato + 4 D — Blr6758
sedoheptulosa — 7 — fosfato eritrosa — 4 — fosfato
4 D — ribulosa — 5 — fosfato + 4 ATP 4 D — ribulosa — 1,5 — bifosfato + 4 ADP Blr2582
4 D — ribulosa — 1,5 — bifosfato + 4 Oz 4 D — glicerato — 3 — fosfato + 4 glicolato — Blr2585,
2 — fosfato Blr2586
4 D — glicerato — 3 — fosfato + 4 ATP 4 D — glicerato — 1,3 — bifosfato + 4 ADP BIl11522
4 D — glicerato — 1,3 — bifosfato + 4 D — gliceraldehido — 3 — fosfato + Bl111523
4 NADH + 4 H* 4 NADY + 4P
3 D — gliceraldehido — 3 — fosfato 3 D — glicerona — 3 — fosfato BI114807
1 D — gliceraldehido — 3 — fosfato + 1 D — 1 D — fructosa — 1,6 — bifosfato BIll1521,
glicerona — 3 — fosfato Blr2584
1 D — fructosa — 1,6 — bifosfato 1 D — fructosa — 6 — fosfato + 1 Pi Blr2581
2 D — glicerona — 3 — fosfato + 2 D — 2 D — sedoheptulosa — 1,7 — bifosfato Bll1521,
eritrosa — 4 — fosfato Blr2584
1 D — sedoheptulosa — 1,7 —bifosfato + 1 HoO 1 D — sedoheptulosa — 7 — fosfato + 1 P Blr4363
2 D — glicerato — 2 — fosfato 2 D — glicerato — 3 — fosfato Blr0686
3 D — glicerato — 2 — fosfato 3 fosfoenolpiruvato + 3 H20 B114794
2 fosfoenolpiruvato + 2 ADP 2 piruvato + 2 ATP Blr7138
2 piruvato + 2 CoA + 2 NADT 2 acetil — CoA + 2CO2 + 2 NADH + 2 HT Bl114782,
B114783,
Blr2815
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Tabla A.10.: Continuacién. Estequiometria para la degradacion de Mtl por la
via CBB, suponiendo actividad oxigenasa de la RuBisCO y la degradacion del
glioxilato via el tetrahidrofolato (CBB (oxigenasa:THF)), con las respectivas
enzimas que catalizan cada reaccion. En rojo aquellas proteinas pertenecientes
al grupo Mtl-Dif y en azul aquellas encontradas en el proteoma pero que no
estan expresadas en forma diferencial.

Sustratos Productos Enzimas
detectadas
2 acetil — CoA + 2 oxaloacetato + 2 Ho0O 2 citrato + 2 CoA Blr4839
2 citrato 2 isocitrato BI110466
2 isocitrato + 2 NADT 2 2 —ozoglutarato + 2 CO2 + 2 NADH + 2 Ht Blr5747
2 2 — oxoglutarato + 2 CoA + 2 NADt 2 succinil —CoA + 2CO2 + 2 NADH + 2 HT B110452
2 succinil — CoA + 2 Pi + 2 GDP 2 succinato + + 2 CoA + 2 GTP B110453
2 succinato + 2 FADT 2 fumarato + 2 FADHo Blr0514,
BIlr0515
2 fumarato + 2 H20 2 malato Bl115796,
Blr6519
2 malato + 2 NADt 2 oxaloacetato + 2 NADH + 2 Ht BI110456
4 glicolato — 2 — fosfato + 4 H20 4 glicolato +4 P BIl13754
4 glicolato + 4 O2 4 gliozilato + 4 H202 BIl17541
4 glioxilato + 4 L — serina 4 hidrozipiruvato + 4 L — glicina BIr0373,
B116037
2 L—glicina + 2 (5,10) —metilenTHF + 2 HoO 2 L — serina + 2 THF Bl115033,
BIl15912
2THF + 2 L — glicina + 2 NADT 2 NH[IL + 2 (5,10) — metilenTHF + 2 CO2 + Bl110449,
2 NADH + 2H* Bl14778

4 hidroxipiruvato + 4 NADH + 4 HT
4 — glicerato + 4 ATP
2 glicerato — 3 — fosfato + 2 NADY

2 3 — fosfonoxipiruvato + 2 L — glutamato
2 fosfo— L — serina + 3 H20
2 oxoglutarato + 2 NHI + 2 NADH + 2 HT

4 glicerato + 4 NAD™T
4 — glicerato — 2 — fosfato + 4 ADP
2 fosfonoxipiruvato + 2 NADH + 2 Ht

2 fosfo— L — serina + 2 oxoglutarato
2 L — serina +3 P
2 L — glutamato + 2 NADT + 2 HyO

No anotada
Bl1r7830
B116549,
BIlr7063
Bl117402
Blr6505
BIr7995

Balance

3 CsH100¢ + 25 NADY + 2 FAD'T + 13 ATP + 2GDP + 15 H,O —
18COy+25 NADH +25 H" 2 FADHy + 13 ADP + 2 GTP + 11 Pi + 4 HyO,

Rendimiento

ATP + GTP: —11 + 25 x 3 + 2 x 2

Os:8 + 25/2 + 2/2

piruvato : 2

21,5

68
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A.1.3. Enzimas relativas a las vias encontradas en el

proteoma

En las Tablas A.11 y se listan las enzimas encontradas en el proteoma estudiado
que no se expresaron en forma diferencial en HME-Mtl respecto de HME-Ara.

Estas enzimas completan las vias de oxidacion propuestas.

Tabla A.11.: Proteinas detectadas en el proteoma estudiado que no se expre-
saron en forma diferencial, pero participan en las vias descriptas en el Capitulo

D.
Locus Proteina ~ Gen  Descripciéon
(Rhizoba- ID
se) (Uniprot)

b117540 Q89D99  glcF  Glicolato oxidasa Fe-S

bll7541 Q89DI98  glcE  Glicolato oxidasa

bl17543 Q89D96  glecD  Glicolato oxidasa
(subunidad)

blrd823 Q89KTO lldA Lactato deshidrogenasa

blr7172 Q89EB5 2-hidroxiacido
deshidrogenasa

blr2317 Q89ST3 Formato deshidrogenasa
(subunidad o)

bl14782 Q8IKWS8 Piruvato deshidrogenasa
(subunidad B)

bl14783 Q8IKWT7 Privato deshidrogenasa
E1 (subunidad o)

blr4839 P94325 gltA  Citrato sintasa

b110466 P70920  acnA Aconitato hidratasa

blr5747 Q89192  icdA  Isocitrato
deshidrogenasa

bl10452 Q89X63  sucA o-cetoglutarato
deshidrogenasa

bl10453 Q89X62  sucD Succinato CoA-ligasa
(subunidad o)

blr0514 H7C6R5 sdhA Succinato
deshidrogenasa

blr0515 H7C6L4  sdhB Succinato
deshidrogenasa

bl15796 Q89193 Fumarato hidratasa

blr6519 P28894  fum(C2Fumarato hidratasa
(subunidad IT)

bl10456 Q89X59  mdh Malato deshidrogenasa
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A.1 Vias metabdlicas

Tabla A.12.: Proteinas detectadas en el proteoma estudiado que no se expresa-
ron en forma diferencial, pero participan en las vias descriptas en el Capitulo

5.
Locus Proteina ~ Gen  Descripcion
(Rhizoba- 1D
se) (Uniprot)

blr6758 QS89FE3 tal  Transaldolasa

bIr6760 Q89FE1  z2wf  Glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa

blr0368 Q89IXE6 6-fosfogluconolactonasa

blr6759 Q89FE2 6-fosfogluconato
deshidrogenasa

blr3755 Q89INS9 Ribosa-5-fosfato
isomerasa A

bl11522 Q89U95 Fosfoglicerato quinasa

bll1523 Q89U94  gapA Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa

bl14807 Q89KU3  tpiA Triosafosfato isomerasa

blr4363 Q89M30 Fructosa-1,6-bifosfatasa

blr0686 Q8IWK1 gpmA 2,3-bifosfoglicerato
mutasa

bl14794 Q89KV6  eno  Enolasa

blr7138 Q89EET pykA Piruvato quinasa

blr0373 Q89IXE1 Aminotransferasa
hipotética

bl16037 Q89HF4

bl15033 P24060  glyA Serina hidrometil
transferasa

bl15912 Q89HS7  glyA Serina hidrometil
transferasa

b110449 Q89X65  IpdA  Dihidrodipoil
deshidrogenasa

bl14778 Q89KX2 IpdA Dihidrodipoil
deshidrogenasa

blr7830 Q89CGT Hidroxipiruvato
reductasa

bl17402 Q89DN7  serC  Fosfoserina
aminotransferasa

blr6505 Q89G42 serB Fosfoserina fosfatasa
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A.2.

A.2.1.

Cepa USDA 110 AcbbL

Alineamiento de las secuencias

ATGART A AT AR AT TR AAGGACGCFITATOGITOGEEOGTI CATE
G AT AR A AT A A I T OO AAGEAGCCITATCGITOGEEOGTICAT R

aaaa fAAFAAARARERERARERRREdRREdRERERRRRRERERERRARERAERRRER
GAATACAR GG AT TATTEERAG O CGACTACACEO AR A GEACACCGACGTCATC
GAATACARCOGCATGEECTATTGEGAGCOCGACTACATEOT, FEACACCGROGTICATIC
AT AR R AT T AI T A O O EACTACAC RO CAR A GEACROCGADETCATC

AARBAABAAABAASBA S BB SR AR R A B AR BRI AR A B A BRI SR AR AR AR A A AR R A RS

CATCGRGECETCCECIEEE

GATCCEATOGAGEOET

A CCTGEACGEI I FIGEACAGAT OGO I GADE
R T O T O R D O ORI A O R EI GE T FI CEACACAT OO TR OEEIOECE

AAABAAAAAABA AN B A BB AS A AR R AR AR AR AR A SR A SR RS A AR R AR AR AR

GAGARRTATOGOGOGA R AT TAT DRI OGATI CTOGTAT
FAGAR TR T A R A T T AT OO I AT O ORI RO G EECAC O OEEECI OFTIAT
CAGARRRT AT OGO R R TR TAT OO FI AT OO eI RO EEECAC RO OEEECTOFTIAT

AAABAAAAAABAADRA S BB S A BB R A B AR B AA B A AR A AR A AR R A SR AR AR AR AR AR R A A

T T A AT O T A GAC T O GAC T CT T OGAGO CGEEITOGAT ORI CARCTTIT O

T T A AT OO T A AL T ORI G I T CAGRD ORI CGAT RO CARCCT IO

T AT AT R AR T G ITT O T O EAT OO I A e

AARBARBARABAARRARARRAEE & &S & AREE A& ASE

GAECEOCAGRCGACTORACARGTTOREOOEEOOET
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35
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Figura A.l.: Secuencia de la mutante AcbbL. (a) Salida de ClustalW2
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) donde se aline6 la secuencia
salvaje que abarca cbbL (rojo) y cbbS (azul) obtenida de Rhizobase con las
secuencias de la region mutagenizada obtenidas por nosotros a partir de los
cebadores FwExt RBC (AcbbLFw) y RvExt RBC (AcbbLRv). (b) Secuen-
cia de aminoacidos deducida desde el marco de lectura de cbbL. Realizada con
Expasy-Translate Tool (https://web.expasy.org/translate/). En rosa se mues-
tran los marcos de lectura abiertos.
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Figura A.2.: Continuacién. Secuencia de la mutante AcbbL. (a) Salida de Clus-
talW2 (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) donde se alined la se-
cuencia salvaje que abarca cbbL (rojo) y cbbS (azul) obtenida de Rhizobase
con las secuencias de la regiéon mutagenizada obtenidas por nosotros a par-
tir de los cebadores FwExt_ RBC (AcbbLFw) y RvExt_ RBC (AcbbLRv). (b)
Secuencia de aminoéacidos deducida desde el marco de lectura de cbbL. Realiza-
da con Expasy-Translate Tool (https://web.expasy.org/translate/). En rosa se
muestran los marcos de lectura abiertos.
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LcbhbbLEw
LAcbbLBv
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Figura A.3.: Continuacion. Secuencia de la mutante AcbbL. (a) Salida de Clus-
talW2 (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) donde se alined la se-
cuencia salvaje que abarca cbbL (rojo) y cbbS (azul) obtenida de Rhizobase
con las secuencias de la regiéon mutagenizada obtenidas por nosotros a par-
tir de los cebadores FwExt_ RBC (AcbbLFw) y RvExt RBC (AcbbLRv). (b)
Secuencia de aminoéacidos deducida desde el marco de lectura de cbbL. Realiza-
da con Expasy-Translate Tool (https://web.expasy.org/translate/). En rosa se
muestran los marcos de lectura abiertos.
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Nomenclatura

Ara
Ara-Dif
ARNm
ATP
ATP
C-mol
CBB
Cm
CoA
CTE
CTE
DO

ED
EMP
FADH2
HME
HPLC
Km
L-KDA
Mtl
Mtl-Dif
NADH
PCR
PHB
PP

L-arabinosa

Grupo de proteinas diferenciales en L-arabinosa
Acido Ribonucléico mensajero

Adenosina Trifosfato

Adenosin trifosfato

Carbono mol

Calvin Benson Bassham

Cloranfenicol

Coenzima A

Cadena Transportadora de Electrones
Cadena de transporte de electrones
Densidad Optica

Entner-Doudoroff
Embden-Meyerhof-Parnas

Flavin adenin dinucleétido reducido
Medio HM sales con extracto de levadura
Cromatografia liquida de alta presion
Kanamicina

2-keto-3-deoxi-L-arabonato

D-manitol

Grupo de proteinas diferenciales en D-manitol
Nicotin adenin dinucleétido reducido
Reaccién en Cadena de la Polimerasa
Polihidroxibutirato

Pentosas Fosfato
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Nomenclatura

rpm revoluciones por minuto
RuBisCO Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa

SDS-PAGE  electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

Sm Estreptomicina

TCA Ciclo de los acidos tricarboxilicos o Ciclo de Krebs
UFC Unidad Formadora de Colonia

VVM Volumen de aire por volumen de liquido por minuto
YEM Medio Extracto de Levadura-Manitol
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