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Abreviaturas
aa Aminodacido
Abs Absorbancia
ADN Acido desoxirribonucleico
ADNCc ADN complementario
ADP Adenosinadifosfato
Amp Ampicilina
ANOVA Andlisis de varianza
ARN Acido ribonucleico
ARNmM ARN mensajero
AT/AR Adeniltransferasa/adenilremovasa
ATP Adenosinatrifosfato
°C Grado Celsius
Cm Cloranfenicol
CPS Polisacarido capsular
CTAB Bromuro de hexadecil-trimetilamonio
DEPC Dietilpirocarbonato
DMSO Dimetilsulféxido
dNTPs Desoxirribonucleétidos
DO Densidad optica
EDTA Acido etilendiaminotetraacético
EPS Exopolisacarido
FBN Fijacion bioldgica de nitrégeno
g Tiempo de duplicacién
g gramos
GDH Glutamato deshidrogenasa
Gm Gentamicina sulfato
GOGAT Glutamato sintasa
GS Glutamina sintetasa
IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
kDa Kilo daltons
Km Kanamicina sulfato

| litros
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LB

MALDI-TOF

MCS
mg
min
ml
NSR
Ntr
ORF
pb
PBS
PCR
PM
PMSF
PSE

PSY-ara

PVDF

aq
gRT-PCR
Ref.
RT-PCR
SDS
SDS-PAGE
Sp

Str

TBE

Tc

TCA

TE

Tyr51
UFC
Utasa/UR
X-gal
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Medio Luria Bertani

Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass
spectrometer — Desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz con
espectrometro de masa de tiempo de vuelo

Multiple Cloning Site — Sitio multiple de clonado

Miligramo

Minuto

Mililitro

Nitrogen Stress Response — Respuesta al estrés por nitrégeno
Nitrogen regulated

Open Reading Frame — Marco de lectura abierto
Pares de bases

Buffer fosfatos

Reaccién en cadena de la polimerasa

Peso molecular

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

Polisacaridos extracelulares

Medio Peptona Sales Extracto de Levadura modificiado con
arabinosa
Difluoruro de olivinildieno

Quintales

Quantitative Real Time PCR — PCR cuantitativa en tiempo real
Referencias

PCR sobre ADNc

Dodecil sulfato de sodio

Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS
Espectinomicina

Estreptomicina

Tris-borato-EDTA

Tetraciclina

Acido tricloroacético

Tris-EDTA

Residuo tirosina 51

Unidad formadora de colonias
Uridiltransferasa/uridilremovedora

5-bromo-4cloro-3-indoil-B-galactopirandsido
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Xg Unidades “g” de centrifugacion

YEM Medio Manitol Extracto de Levadura
ug microgramos

ul microlitro

u Velocidad especifica de crecimiento
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1.1 El nitrégeno (N): un elemento esencial para la vida

La vida en nuestro planeta data de aproximadamente unos 3500 millones de afios, y sus
comienzos fueron gracias a la fusion de pequefios atomos de C, H, O, N y otros
compuestos que, en condiciones adecuadas, permitieron la formacién de las primeras
moléculas en aquella atmdsfera primitiva. Desde ese entonces, la existencia de los
sistemas bioldgicos depende, en mayor o menor medida, de los ciclos biogeoquimicos
de estos elementos en la naturaleza.

Entre estos compuestos muy importantes para la vida de todos los seres vivos
encontramos al nitrégeno (N), uno de los principales componentes de las moléculas
vitales como acidos nucleicos (ADN y ARN), proteinas, amino-azlcares y otros
biopolimeros. Después del carbono y el oxigeno, es el elemento mds abundante en la
célula, representando, en promedio, entre el 12 y el 15% del peso seco de la misma. En
la naturaleza, el N se encuentra principalmente como dinitrégeno (N2), molécula inerte
que constituye el 79% de la composicidén gaseosa de nuestra atmdsfera, y que no es
utilizable por la mayoria de los organismos vivos. La imposibilidad que poseen los
organismos para metabolizar este elemento radica en que la incorporacion del N;
atmosférico es lenta y dificultosa, debido a la presencia de un triple enlace entre los dos
atomos de N que hacen que la energia de activacion requerida para su incorporacién
sea muy elevada. Debido a esto, la molécula de N es tan estable que apenas se combina
con otros elementos y, por tanto, los organismos capaces de incorporarlo primero
necesitan reducirlo y luego fijarlo en forma de iones amonio (NH4*), nitrito (NO2) o
nitrato (NOs’). Por otra parte, los depdsitos geoldgicos que contienen N combinado
facilmente disponible por los seres vivos son escasos, siendo esto un factor limitante
para la produccién primaria en muchos ecosistemas (Canfield et al., 2010). Los iones de
N inorganico, como el NH4*, NO; y NOs, que son los iones mas requeridos en los
ecosistemas terrestres y marinos, se encuentran como sales solubles en agua;
consecuentemente, se distribuyen en la ecdsfera diluidos en soluciones acuosas,
formando pequefios reservorios de reciclado activo. La materia orgénica viva y muerta
también supone una reserva de N, aunque muy pequeiia.

Asi, los seres vivos han evolucionado y desarrollado diversas respuestas adaptativas a

través del mejoramiento de rutas metabdlicas y de sistemas de regulacién genéticos,
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que les permiten captar y asimilar los distintos nutrientes de manera de aprovechar las

fuentes disponibles segun el ecosistema que habitan.

1.2 El suelo: un ecosistema fluctuante

El suelo es el habitat donde coexisten innumerables seres vivos de tamafio y funciones
muy variables. Se estima que alrededor de un tercio de los seres vivos del planeta viven
en él. Estos organismos condicionan la evolucién de este ecosistema de acuerdo con la
composicidn y la tasa de degradacion de la materia orgdnica que generan, lo cual, a su
vez, puede modificar el pH y la composicién idnica del suelo y como consecuencia, la
propia biodiversidad. Debido a esto, los microorganismos son uno de los mayores
responsables de que el suelo sea un ambiente en el cual la composicidén nutritiva varie
permanentemente en el tiempo y en el espacio. Durante su crecimiento y como
consecuencia de sus diversos metabolismos, los microorganismos del suelo intervienen
en los ciclos biogeoquimicos de los compuestos como carbono (C), azufre (S), nitréogeno
(N), fosforo (P), hierro (Fe) y manganeso (Mn). Un grupo importante dentro de estos
microorganismos son los procariotas que resultan irremplazables en el ciclado de estos
nutrientes, donde transforman los compuestos por medio de reacciones de Oxido-
reduccion.

En particular, el ciclo biogeoquimico del N consta de tres procesos bdsicos: la
nitrificacidn, la desnitrificacidn y la fijacién de N, atmosférico (Figura I.1). La nitrificacién
es el proceso aerébico de oxidaciéon de los iones NHs* a NO3', el cual posteriormente se
oxida a NOs". En el suelo se encuentran bacterias autétrofas nitrificantes, como las del
género Nitrosomonas y Nitrobacter, que obtienen energia por oxidacion del amoniaco
(NHs) y de los nitritos respectivamente, y, por lo tanto, son las que llevan a cabo el paso
de nitrificacidn. La capacidad del NOs™ de movilizarse mas facilmente que el NH4* en el

suelo lo hace la principal fuente de N de las plantas.
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Figura I.1 Esquema general del ciclo biogeoquimico del nitrégeno y los organismos y sistemas
que intervienen en él. Los principales procesos que ocurren en el ciclo biogeoquimico del N son
la nitrificacidn, la desnitrificacién y la fijacion bioldgica de N2. En la nitrificaciéon los iones NH4+
son oxidados a NOz" y luego a NOs- gracias a las bacterias del suelo. El nitrato producido puede
ser utilizado por ciertos microorganismos como aceptor final de electrones. Estos
microorganismos son los que llevan a cabo la desnitrificacion. En ella, el NOs- se reduce
nuevamente a NO2 y este se reduce hasta obtener N20 y finalmente N2 que es liberado a la
atmosfera. El N2 atmosférico, finalmente, es fijado biolégicamente por microorganismos
especificos capaces de romper enzimaticamente los enlaces del N molecular y liberarlo
nuevamente al suelo en forma de NHa*. Grafico modificado del libro “Introduccién a la
Microbiologia”- Gerard J. Tortora, Berdell R. Funke, Christine L., 2007.

Por su parte, los iones NHs* constituirian una fuente de N mads eficiente porque
requieren menos energia para ser incorporados, pero en el suelo estos iones estan
unidos a particulas de arcilla negativas, mientras que los iones NO3™ se encuentran libres
permitiendo que puedan llegar facilmente a las raices de las plantas. EI N que se forma
en la nitrificacién estd oxidado y, por lo tanto, no posee energia biolégicamente
utilizable. Sin embargo, existen microorganismos capaces de utilizarlo, en ausencia de
0, como aceptor final de electrones mediante un proceso denominado desnitrificacién,

en el que intervienen generalmente heterétrofos como Pseudomonas denitrificans. La
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desnitrificacidn se produce en condiciones ambientales diferentes a aquellas en las que
ocurre la nitrificacién, ya que normalmente son necesarios suelos saturados de agua
donde el O; es escaso. Los productos principales de la reaccién son los gases N; y 6xido
de nitrégeno (N20), aunque también se puede acumular NO;. Este proceso permite
devolver el N a la atmdsfera, dejando al suelo desprovisto de N.

Finalmente, existen tres formas de incorporacién de N, a la bidsfera: el proceso
industrial de Haber-Bosch, en el cual se utilizan altas presiones y temperaturas para
transformar el N2 a NH4* (proceso principalmente empleado para producir fertilizantes),
la fijacidn natural que ocurre como consecuencia de las descargas eléctricas y la fijacién
bioldgica de nitrégeno (FBN). Gracias a este ultimo proceso bioldgico, llevado a cabo
exclusivamente por procariotas, el N2 que se encuentra inerte en la atmdsfera puede
ser transformado en un compuesto facilmente asimilable.

Los microorganismos que realizan la FBN son capaces de romper la unién de sus enlaces
por medio de un complejo enzimdtico especializado y producir compuestos
nitrogenados que pueden ser aprovechados por la mayoria de los seres vivos, en
especial las plantas. A su vez, las plantas transforman el N fijado en aminoacidos y
proteinas vegetales, que son aprovechadas por los herbivoros, quienes los van
almacenando para finalmente pasarlos al Ultimo eslabdn de la cadena alimenticia, es
decir, a los carnivoros. De esta manera, la FBN incorpora N a los suelos sin riesgos
ecoldgicos para el medio ambiente.

Por el contrario, la sintesis industrial de los fertilizantes nitrogenados es un proceso
energéticamente desfavorable y que trae aparejado un alto costo ambiental, ya que la
produccién y utilizacion masiva de estos fertilizantes quimicos se evidencian hoy en
grandes riesgos para el suelo, el agua y el aire. Son bien conocidos los fendmenos de la
eutrofizacién de aguas superficiales y subterrdneas (Vance 2001; Fowler et al., 2013), y
la produccién de intermediarios de N como el N0, que es un producto muy nocivo para
la capa de ozono y contribuye al efecto invernadero, la lluvia acida y al calentamiento
global (Ravishankara et al., 2009). Frente a esta problematica ambiental, la optimizacion
de la FBN es de suma relevancia y resulta de gran interés que ha determinado que sea

considerada objeto de intensa investigacion en el ambito cientifico.
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1.3 Fijacion Bioldgica de Nitrégeno (FBN)

Las bacterias que habitan en el suelo han desarrollado sistemas especificos que les
permiten sobrevivir y adaptarse a condiciones fluctuantes debido a los diferentes
estreses ambientales que soportan. Particularmente, la microbiota bacteriana de los
suelos agricolas se encuentra bajo condiciones de inanicién en el suelo desnudo y altas
concentraciones de nutrientes en las zonas rizosféricas, aunque estos nutrientes deben
ser captados en condiciones de muy bajo potencial de agua impuestas por la succién
gue ejerce la raiz. Asi, dichas bacterias sufren importantes cambios morfolégicos y
fisioldgicos para adaptarse a estas condiciones nutritivas cambiantes.

La capacidad de fijar (reducir) N2 atmosférico es una de las adaptaciones que los
procariotas han desarrollado para sobrevivir a ambientes limitados en este nutriente.
Por muchos afios, se creyd que solamente un numero limitado de especies bacterianas
eran las responsables de fijar N, (Postgate, 1982). Sin embargo, en los ultimos 40 afios
se ha demostrado que la fijacion de N, puede ser llevada a cabo por microorganismos
altamente especializados denominados diazétrofos, entre los que encontramos
cianobacterias, bacterias y arqueas, tanto en ambientes terrestres (Halbleib y Ludden,
2000) como acuaticos (Capone, 2001).

La FBN es de fundamental importancia en la bidsfera ya que es la responsable de la
introduccion del N que luego sera utilizado como nutriente por todos los organismos
vivos. Ademas, este proceso tiene mucho valor dentro del contexto de la agricultura
sustentable, ya que como mencionamos, puede evitar el uso abusivo de fertilizantes
nitrogenados, disminuyendo la degradacién del medio ambiente y ahorrando en el
consumo de energia.

Dependiendo de la forma en que llevan a cabo la FBN, podemos distinguir a los
diazétrofos en tres grupos. Un primer grupo, los fijadores de vida libre, son capaces,
como lo indica su nombre, de fijar N, atmosférico en vida libre, sin necesidad de
asociarse a un organismo vivo de otra especie, como las cianobacterias y bacterias de
los géneros Azotobacter, Bacillus, Clostridium, y Klebsiella. Un segundo grupo involucra
las rizocenosis diazotroéficas, en el que las bacterias fijadoras se asocian a una planta
hospedadora aunque sin modificar la estructura de la misma. El tercer grupo es el de las

bacterias fijadoras en simbiosis, que tienen la particularidad de asociarse estrechamente
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a las raices de sus plantas hospedadoras formando nuevas estructuras muy
especializadas, llamadas nédulos, en las que luego se diferencian a bacteroides para fijar
el N, de la atmdsfera (Spaink et al., 1998; Hablieb y Ludden, 2000; Hirsch et al., 2002;
Peoples et al., 2002; Gage, 2004). Entre este grupo de bacterias encontramos algunos
géneros de actinomicetes (Frankia), de cianobacterias (Anabaena y Nostoc), y
finalmente, algunas a y B-proteobacterias conocidas colectivamente como rizobios que
son capaces de establecer simbiosis con plantas leguminosas (Wagner, 2011).
Independientemente de la forma en que fijen el N atmosférico, todos los
microorganismos capaces de realizar la FBN lo hacen gracias al complejo
multienzimatico de la nitrogenasa, el cual es responsable de la conversion del N, en
amoniaco (Raymond et al. 2004).

La reaccidn que cataliza la nitrogenasa es la siguiente:

N +8H*+8 e +nATP > 2 NHs + H, + n ADP + n Pi

Siendo n>16. Pi significa fosfato inorganico, e electrones y n el nimero de moles.

Para llevar a cabo esta reaccion se requieren grandes cantidades de poder reductor,
energia en forma de ATP vy la reduccion obligada de protones con un minimo de 1 mol
de H2 producido por mol de N reducido (Halbeib y Luden, 2000).

La forma mdas comun de la nitrogenasa esta constituida por dos componentes, un
homodimero de una hierroproteina que es capaz de unir ATP, y un heterotetramero de
una molibdeno-hierro (Mo-Fe) proteina (Cebolla y Palomares, 1994; Halbleib y Ludden,
2000). Esta enzima esta codificada por los genes nif, y es altamente sensible al Oy, ya
que éste compuesto desnaturaliza irreversiblemente a su cofactor Mo-Fe (Shaw y Brill,
1977). Es por esto que los organismos fijadores de N poseen mecanismos morfolégicos
y bioquimicos que les permiten tener bajas las concentraciones de O; a fin de mantener

la enzima funcionando (Ureta y Nordlund, 2002; Lee et al., 2004).

1.4 Los rizobios

Los rizobios son bacterias que habitan los suelos pertenecientes al orden Rhizobiales y

gue actualmente comprenden varias familias. En cuanto a su morfologia, poseen forma
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bacilar, son Gram negativas, aerdbicos y/o microaerdbicos y no esporuladas (Jordan,
1984). La palabra “rizobio” implica en sentido estricto bacterias del género Rhizobium,
pero actualmente este término se aplica a todos los representantes bacterianos que
pueden nodular y fijar N2 en asociacién con plantas leguminosas (Palmer et al., 2000).
Los rizobios se dividen en a y B proteobacterias (Lloret y Martinez-Romero, 2005). Segun
el International Committee on Systematics of Prokaryotes Subcommittee for the
Taxonomy of Rhizobium, |a clasificacion actual basada en criterios moleculares agrupa a
los rizobios en 14 géneros de a-proteobacterias: Agrobacterium (Rhizobium),
Allorhizobium, Aminobacter, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Devosia, Mesorhizobium,
Methylobacterium, Microvirga, Ochrobactrum, Phyllobacterium, Rhizobium, Shinella,
Ensifer (Sinorhizobium) y 3 géneros de B-proteobacterias: Burkholderia, Cupriavidus
(Wautersia), Herbaspirillum (http://edzna.ccg.unam.mx/rhizobial-taxonomy; Weir,
2016; de Lajudie y Young, 2018). Esta clasificaciéon taxondmica de los rizobios se basa en
la filogenia obtenida a partir de genes de referencia de expresion constitutiva y
similitudes de genomas completos (Lindstrom et al., 2006).

Otra manera de clasificar a los rizobios se basa en su tasa de crecimiento (Stowers,
1985). En este sentido, existen dos grandes grupos: rizobios de crecimiento lento y
rizobios de crecimiento rdpido (Allen et al, 1950; Elkan, 1981). Los rizobios
denominados de crecimiento rapido poseen tiempos de generacién de menos de seis
horas. Dentro de este grupo encontramos los géneros Azorhizobium, Mesorhizobium,
Rhizobium y Sinorhizobium. Los rizobios de crecimiento lento tienen tiempos de
generacién superiores a seis horas e involucran a las bacterias del género
Bradyrhizobium (Jordan, 1984). Estudios basados en las secuencias de ARN 16S indican
que dentro de dicho género podemos encontrar una amplia variedad de a-
proteobacterias que abarcan desde bacterias que establecen interacciones simbidticas
con leguminosas hasta bacterias oligotréficas (Sawada et al., 2003).

En la naturaleza, los rizobios pueden encontrarse de dos formas: libres en el suelo lo que
denominamos en vida libre, o como bacteroides cuando se hallan en el interior de los
nddulos de las raices de las leguminosas. La diferenciacién de rizobio a bacteroide va
acompafiada de una serie de importantes cambios en la expresiéon génica, que se
traducen en cambios morfolégicos y fisiologicos (Oke y Long, 1999; Natera et al., 2000;

Oldroyd et al., 2011). En este sentido, los bacteroides tienen formas irregulares y son
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inmoviles. Asimismo, solo los rizobios que se encuentran diferenciados a bacteroides
dentro de los ndédulos son capaces de fijar N,. Alli, encuentran un ambiente con baja
presién de Oy, lo que les permite la expresion y actividad del complejo de la nitrogenasa
que, como mencionamos previamente en este capitulo, reduce el N; atmosférico a NH4".
La mayoria de los diazotrofos utiliza este producto para satisfacer sus propias
necesidades de N. Sin embargo, en los rizobios estos productos en vez de ser utilizados
por los bacteroides son transferidos a la planta en forma de aminoacidos o ureidos
(O'Gara et al., 1976). En compensacion, los rizobios dentro del ndédulo reciben
proteccion y compuestos carbonados por parte de la planta necesarios para subsistir y
fijar N2 (Patriarca et al., 2004; Prell y Poole, 2006; Terpolilli et al., 2012).

Los rizobios en vida libre, por otra parte, se pueden encontrar en estado plancténico o
en estado sésil formando parte de biofilms bacterianos. En estado planctdnico son
bacilos mdviles que suelen presentar un flagelo polar o subpolar tipo peritrico y
numerosos flagelos distribuidos uniformemente a lo largo de su superficie. Ademas, los
rizobios son capaces de colonizar rdpidamente la zona rizosférica y multiplicarse
activamente en ella ya que alli encuentran una gran cantidad de sustancias nutritivas
exudadas por las plantas. Algunos exudados especificos secretados por las plantas
pueden iniciar una “comunicacién” con los rizobios con el fin de establecer interacciones

especializadas como es el caso de la simbiosis rizobio - leguminosa.

1.5 Desarrollo de la simbiosis rizobio — leguminosa

La interaccidon simbidtica entre rizobios y leguminosas es un proceso complejo que
posee varias etapas (Figura 1.2), y que comienza con el intercambio de sefiales entre la
planta hospedante vy el rizobio (Jiménez-Guerrero et al., 2017). Para poder iniciar una
simbiosis productiva, en primer lugar, los rizobios deben reconocer la presencia de las
raices de la planta hospedadora y generar una respuesta para que el reconocimiento sea
mutuo, de lo contrario los sistemas de defensa de la planta se activarian para enfrentar
la infeccidn bacteriana. El reconocimiento por parte de las bacterias se desarrolla gracias
a que las raices de las plantas producen cambios importantes en la composicién quimica

de la rizosfera.
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Las raices liberan una gran cantidad de compuestos tales como aminodcidos, azucares,
proteinas, flavonoides, alcoholes, vitaminas y hormonas. El ambiente que se genera es
rico en nutrientes y puede promover el crecimiento de las poblaciones rizobianas del
suelo gracias a la quimiotaxis positiva que presentan las mismas hacia muchos de los
compuestos liberados. Esta quimiotaxis puede producirse en forma inespecifica
(Gaworzewska y Carlile, 1982) o en forma selectiva hacia ciertos flavonoides liberados
por su hospedante (Caetano-Anollés et al., 1988; Perret et al., 2000; Cooper, 2007).
Ademas, las raices en su propio desarrollo pueden encontrar a los rizobios libres. El

resultado de todos estos procesos es la colonizacion rizosférica de las raices.

Células I Pelo
corticales radical

Bacteroides

Figura [.2 Esquema del proceso de infeccién y formacién del nédulo. En primer lugar, se lleva a
cabo el reconocimiento de los simbiontes, previo a su contacto, en el cual participan sefiales
solubles tanto de la planta como de los rizobios. Luego, los rizobios comienzan el proceso de
adsorcion y colonizacion de las raices. Los pelos radicales se van encurvando y los rizobios quedan
atrapados en dicha curvatura. La invaginacién del pelo forma el hilo de infeccion, por el cual los
rizobios avanzan hasta llegar a las células del cértex que estan formando el primordio de nédulo.
Allf se forman los simbiosomas donde las bacterias se dividen y se diferencian a bacteroides,
mientras los nédulos maduran. Finalmente, los bacteroides dentro de los simbiosomas fijan N2
atmosférico. Imagen modificada de
http://evolution-textbook.org/content/free/figures/06_EVOW_Art/26_EVOW_CHO06.jpg

©
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Los rizobios detectan, durante su crecimiento en la rizdsfera, los compuestos liberados
por las raices y en respuesta a ellos inducen la expresion de los genes de nodulacién
(nod) (Cosgrove et al., 1997; Cassab, 1998; Peck et al., 2006). Los genes nod codifican
aproximadamente 25 proteinas requeridas para la sintesis y exportacion de un
lipoquito-oligosacarido denominado factor Nod (Gage, 2004; Downie, 2010), el cual es
clave en el desarrollo del nédulo (Mergaert et al., 1997; Fujishige et al., 2008; Ferguson
et al., 2010; Streng et al., 2011). La estructura quimica basica de los factores de
nodulacion sufre modificaciones de sus residuos dependiendo del rizobio (Mergaert et
al., 1997), lo que determinara su especificidad simbidtica (Perret et al., 2000).

Para iniciar el proceso de infeccién los rizobios no sélo deben colonizar la rizésfera sino
también unirse a la raiz. La unién o adhesion a las raices es el evento mds temprano de
contacto fisico entre la planta y estas bacterias, y se inicia en forma inmediata al
momento en que los rizobios entran en contacto con las raices. Luego de la adhesion,
ocurre una curiosa deformacién de los pelos radicales, llamada enrulado del pelo radical
(Patriarca et al., 2004; Ferguson et al., 2010). En este fendmeno los rizobios quedan
atrapados en la curvatura interior del pelo radical, y posteriormente penetran al mismo
formando un hilo de infeccién longitudinal en direccién a las células subcorticales de la
raiz donde se esta formando el nédulo (Gage, 2004). Este hilo de infeccién consiste en
una estructura tubular, donde sélo una célula -o a lo sumo dos- penetra, y luego la
bacteria es capaz de proliferar y continuar esta estructura hasta alcanzar las células
corticales. Los rizobios también pueden infectar las raices a través de alguna rotura en
los pelos radicales (crack entry) e invadir las células corticales sin la necesidad de formar
un hilo de infeccion (Oldroyd y Downie, 2008).

En paralelo con la colonizacién de la rizésfera y la formacién del hilo de infeccidn, se
induce la organogénesis del nédulo. Este proceso, asi como la formacion de otros
organos de la planta (como las flores, las hojas o las raices), se lleva a cabo a través de
varios pasos regulados de manera temporal y espacial (Patriarca et al., 2004). La
liberacion del factor Nod induce el desarrollo del primordio del nédulo. Una vez
inducido, dentro del primordio contindan las divisiones mitdticas de las células
corticales, que sufren un proceso de desdiferenciacion lo que conduce a la formacién de
un meristema cuya funcién sera generar el tejido en crecimiento del nédulo. Segun el

tipo de célula subcortical que comienza a dividirse serd el tipo de nddulo formado. Esto
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depende del genotipo de la leguminosa (Limpens et al., 2005), y lleva a la formacién de
dos tipos de nédulos diferentes: los determinados y los indeterminados (Patriarca et al.,
2004; Popp y Ott, 2011) (Figura 1.3). Los nédulos determinados son redondeados y
presentan un meristema apical que no es permanente. Por el contrario, los
indeterminados son alargados y las células del cortex interno generan un meristema

apical persistente (Ferguson et al., 2010).

Figura 1.3 Fotografias de nddulos en raices de leguminosas. A) Nédulos indeterminados en raices
de Leucaena leucocephala; B) Nodulos determinados en raices de poroto. Ambas plantas fueron
inoculadas con R. tropici. Obsérvese la forma alargada de los nddulos indeterminados en
comparacién con la forma redondeada de los determinados. Lodeiro et al, 2003.

El crecimiento de los nédulos determinados se basa en la expansion en lugar de la
division celular, razén por la que presentan una morfologia esférica en vez de cilindrica
(Hirsch, 1992). En el caso particular de nuestro sistema de estudio, Bradyrhizobium
diazoefficiens — soja, los nddulos que se forman son determinados.

La ultima etapa de la infeccién es la invasion del nddulo por los rizobios y la formacién
del simbiosoma, dentro del cual los rizobios se diferencian a bacteroides. Una vez que
los rizobios ingresan al citoplasma de la célula vegetal a través del hilo de infeccion
alcanzan la corteza interior de la raiz, donde se observa que las bacterias son
internalizadas por las células vegetales corticales. Esta internalizacidén ocurre por medio
de una endocitosis, en donde una o unas pocas bacterias quedan englobadas por la
membrana vegetal oriunda del hilo de infecciéon formando una vesicula que ingresa al
citoplasma de la célula infectada. Una vez endocitadas, estas vesiculas constituyen el
denominado simbiosoma, y la membrana que las rodea se denomina membrana

peribacterial (Bolafos et al., 2004).
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Durante la diferenciacién a bacteroides, como ya mencionamos anteriormente, ocurren
varios cambios en la bacteria. A nivel morfoldgico, el bacteroide es una célula mas
alargada, pierde el/los flagelos, se divide unas pocas veces (Kondorosi et al., 2013), y
comienza a expresar la enzima nitrogenasa, para dar comienzo a la reduccién del N;
atmosférico, y asi transferir el N fijado a la planta.

Una caracteristica relevante de esta interaccion simbidtica entre rizobios y leguminosas
es que la planta no forma un numero ilimitado de nddulos, sino unos pocos. La
regulaciéon de la cantidad de nédulos totales formados se ejerce a nivel de los nédulos
mas tempranos, que van inhibiendo la formacién de nédulos ulteriores (Caetano-Anollés
y Gresshoff, 1991, Schauser et al., 1999). El mecanismo que inhibe la formaciéon de
nuevos nédulos cuando la planta ya dispone de un cierto nimero de nédulos funcionales
o de fuentes de N alternativas en el suelo, se basa en un sistema de retro-control en el
cual participan sefales controladas por la parte aérea que se activan como sistema de
defensa (Krusell et al.,2002).

Existen otros sistemas aun no del todo comprendidos que permiten a la planta regular
la cantidad de nddulos que pueden formarse. En este sentido, las leguminosas pueden
nutrirse tanto del N del suelo como del N atmosférico. Si estas plantas encuentran
alguna fuente de N adecuada en el suelo (principalmente NOs’) inhiben la nodulacién y
la infeccidn rizobiana. Ademas, las leguminosas regulan la cantidad de nédulos totales
gue les permitan obtener una buena provisidon de N, aun cuando la disponibilidad de N

en el suelo sea baja y se requiera de la fijacidn bioldgica de N».

1.6 La importancia de la simbiosis con las leguminosas

Todas las leguminosas se caracterizan por presentar una alta acumulacion de proteinas
tanto en materia verde como en granos, lo cual las convierte en los cultivos con mayor
demanda de N. En este sentido, la planta cubrirad estos requerimientos ya sea a partir
del N del suelo producido por la mineralizacién de compuestos orgdnicos o, en el caso
de los suelos agricolas, por los fertilizantes quimicos. Esto conlleva a que los cultivos
agricolas se conviertan en grandes expoliadores de este nutriente, empobreciendo los
suelos e incentivando al uso de fertilizantes nitrogenados que, como ya dijimos, causan

grandes dafios ambientales. Actualmente, y en pos de una agricultura sustentable, una
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practica comln para evitar esta problemadtica es la inoculacion de las semillas de
leguminosas con suspensiones de rizobios activos para la nodulaciéon (llamados
biofertilizantes), que les brindan a las plantas compuestos nitrogenados obtenidos a
partir de la fijacion de N, atmosférico (Lodeiro, 2015).

Entre las leguminosas se destacan una serie de especies de gran interés agrondmico,
tales como los cultivos de soja, poroto, arveja, garbanzo, mani para la produccién de
grano, y las forrajeras alfalfa y trébol. Sin embargo, en Argentina la soja es el principal
cultivo de leguminosas, ocupando 18 millones de hectdreas con un rinde nacional de
21,4 qg/H en la campaiia 2017/2018 (http://www.bolsadecereales.com/ver-cierre-de-
campafa-105). De esta manera, nuestro pais es el tercer productor mundial de esta
leguminosa, luego de Estados Unidos y Brasil, consolidandose como uno de los
principales exportadores de este producto (http://www.bolsadecereales.com/;
https://inta.gob.ar/). Sin embargo, el aumento de la produccién en estos ultimos afios
conlleva a que la cantidad de area de soja cultivable parece haber alcanzado un maximo
(Lodeiro, 2015). Es asi que para aumentar la produccion de esta leguminosa es necesario
aumentar la productividad por hectdrea. De esta forma, la mejora de los inoculantes y
su aplicacién cobran preponderancia y son objeto de desarrollo agrobiotecnolégico. En
particular, la soja puede ser nodulada por un nimero reducido de especies de rizobios
entre los que se encuentran B. japonicum, B. diazoefficiens, B. elkanii y Ensifer fredii
(Delamuta et al., 2013).

La inoculacidn de leguminosas con rizobios fijadores de N3 se practica como un método
de fertilizacidn de bajo costo y bajo impacto ecolégico, compatible con metodologias de
agricultura sustentable. Sin embargo, los resultados de esta practica suelen ser muy
variables en términos de aumentos del rendimiento y la calidad de los cultivos. Se ha
intentado mejorar genéticamente las cepas de rizobios utilizadas (Sadowski y Graham,
1998), las formulaciones y métodos de aplicacién de los inoculantes (Smit, 1992; Lépez-
Garcia et al., 2009), asi como también se ha intentado mejorar algunas de las especies
de leguminosas para optimizar su asociaciéon simbidtica con los rizobios (Herridge y
Rose, 2000). Algunos de estos procedimientos, mejorando las formulaciones de
inoculantes (Lopez-Garcia et al., 2001 y Tesis Doctoral, 2004) y las metodologias de su
aplicacion (Lépez-Garcia et al., 2002, Althabegoiti et al., 2008; Lopez-Garcia et al., 2009),

han permitido mejoras en el aprovechamiento de la simbiosis. Sin embargo, también es

13



Capitulo | Tesis Doctoral Florencia Lamelza

cierto que, a pesar de los esfuerzos, la respuesta a la inoculacién en términos de
rendimiento del cultivo dista de ser dptima. En este sentido, la presencia de poblaciones
naturalizadas de rizobios competidores en diversos suelos donde se ha cultivado soja
durante varios afios constituye un formidable obstaculo para la efectividad con que los
rizobios llevados por los inoculantes pueden ocupar un ndmero significativo de nddulos
de modo que se manifieste plenamente su capacidad fijadora de N;. Resultados
precedentes en nuestro laboratorio sugirieron que seria posible aumentar la
competitividad de los inoculantes si éstos se preparan con rizobios limitados en N. Los
mismos mostraron una influencia positiva de las condiciones de inanicion de N sobre las
etapas tempranas de la interaccidn, la infectividad, la competitividad para nodular vy la
FBN entre nuestra bacteria de estudio B. diazoefficiens y las plantas de soja (Lépez-
Garcia et al., 2001; Lépez-Garcia, 2004).

Estos resultados motivaron nuestro interés en comprender cémo los sistemas
especificos se activan y se regulan para adaptarse a la escasez de N en B. diazoefficiens,
tanto en vida libre como en simbiosis, con el fin Gltimo de aprovechar racionalmente el
efecto de dicha condicién y, a futuro, intentar utilizar ese conocimiento adquirido en el
desarrollo y formulacién de mejores inoculantes para soja.

En lo que resta de este Capitulo desarrollaremos en mas detalle las particularidades del

metabolismo de N en las bacterias y en particular en los rizobios.

1.7 Metabolismo general del N en bacterias

Las bacterias son capaces de utilizar el N en cualquiera de sus formas: compuestos
inorganicos (NHs*, NOs, NO2), compuestos organicos como aminodcidos, asi como
también, el N2 molecular. A pesar de la amplia variedad de compuestos nitrogenados
gue pueden metabolizar, el NH4* es por excelencia la fuente nitrogenada preferida, ya
gue puede ser asimilado sin grandes requerimientos energéticos. La utilizacién de
fuentes inorgdnicas oxidadas en cambio, requiere como primer paso la reduccién a NHa4*,
seguido por laincorporacién en metabolitos intracelulares, lo que conlleva un gran gasto
de energia (Leigh et al., 2007).

Las vias metabdlicas de asimilacién de N se pueden dividir en dos clases: las vias

necesarias para captar y asimilar el N proveniente del medio extracelular, y las vias
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biosintéticas de compuestos intracelulares. Cualquiera sea la via en cuestién, el
metabolismo de N en procariotas involucra la expresién coordinada de un gran numero
de enzimas y proteinas que integran complejas rutas metabdlicas. El control de la
expresion de dichas enzimas estd determinado por la disponibilidad de Ny C en el
interior de la célula y se encuentran reguladas tanto a nivel transcripcional como a nivel
postraduccional. Si bien los estudios mas detallados hasta la fecha se han llevado a cabo
con bacterias entéricas, existe gran cantidad de evidencias que demuestran que los
sistemas de regulacion de la asimilacién de N descriptos se extienden también a muchos
otros géneros (Ninfa et al., 2005; Leigh y Dodsworth, 2007).

Por otra parte, dado que el NH4* es la fuente nitrogenada preferida y mas utilizada por
las bacterias, ya que aporta una mayor tasa de crecimiento que cualquier otra fuente de
N, centraremos nuestra descripcidon en los mecanismos generales de la asimilacion de

este nutriente.

I.7.1 Ingreso del amonio al interior celular

El NHs* se encuentra en equilibrio con el NH3, y se asume que el NHsz es capaz de
atravesar la mayoria (aunque no todas) de las membranas bioldgicas sin necesidad de
una difusién mediada (Kikeri et al., 1989; Andrade y Einsle, 2007).

Los microorganismos en general, no poseen sistemas que le permitan regular el ingreso
o el egreso de NHs por difusion, pero si poseen proteinas de membrana capaces de
regular el ingreso de NHa*. Esto ocurre ya que el NH4*, debido a su carga, solamente
puede cruzar las membranas bioldgicas por un mecanismo activo a través de una familia
de transportadores altamente especificos que se denominan AmtB (por sus siglas en
inglés Ammonium transporter).

Los transportadores AmtB (codificados por el gen amtB) son una familia de proteinas de
membrana que se encuentran altamente conservados en varios organismos entre los
gue encontramos arqueas, bacterias, hongos y plantas (Thomas et al., 2000a, b). Estos
transportadores han sido descriptos en varias especies bacterianas (Kleiner, 1985;
Howitt et al., 1986; Taté et al., 1998), sin embargo, el AmtB de Escherichia coli ha sido
uno de los mas estudiados (Thomas et al., 2000a, b; Conroy et al., 2007; Durand y

Merrick, 2006; Boogerd et al., 2011).
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Este sistema de incorporacion de NHs* puede ser activado por varios factores:
comunmente puede activarse como consecuencia de las condiciones de limitacién de N
intracelular, como pueden ser la presencia de NO3™ o glutamato como Unica fuente de
N; o bien como un mecanismo para recuperar el NH3 / NH4* perdido; o para detectar la
concentracion de NH4" extracelular (Udvardi et al., 1992; Taté et al., 2001). Cuando las
concentraciones de NH4* en el exterior de la bacteria superan ampliamente los 10-20
mM, la sintesis de proteinas de captacién de NH4* se reprimen, presuntamente porque
la difusidon de NH3 a través de la membrana se lleva a cabo lo suficientemente rapido
para suplir las necesidades de N (Kleiner, 1981; Marini et al., 1997).

La proteina AmtB de E. coli se ubica anclada a la membrana citoplasmica (Blakey et al.,
2002; Conoroy et al., 2004). Los primeros 22 residuos del AmtB de E. coli codifican un
péptido senal (von Wiren y Merrick, 2004; Thornton et al., 2006) que se escinde de la
pre-proteina tras la insercidon de la membrana para que la proteina madura contenga
una topologia con su extremo N-terminal en el exterior y su extremo C-terminal hacia el
interior de la bacteria (von Wiren y Merrick, 2004; Zheng et al., 2004; Khademi et al.,
2005).

Los AmtB que se han descripto hasta el momento son homotrimeros (Figura 1.4 — Panel
A), en los que cada subunidad estd formada por 11 hélices transmembrana.

Los estudios realizados de la estructura de AmtB revelaron que el transporte se produce
a través de un estrecho poro, principalmente hidrofébico, ubicado en el centro de cada
mondmero que contiene dos histidinas altamente conservadas (H168 y H318) (Javelle
et al., 2004). A partir de datos de simulacidn, estructurales y energéticos junto con
ensayos in vivo e in vitro, se ha encontrado un potencial sitio de unién al NHs* de alta
afinidad, lo que indica que el NH4* es el sustrato reconocido por AmtB, y el NH3 la especie
transportada (Figura 1.4 — Panel B) (Soupene et al., 1998; Khademi et al., 2004; Zheng et
al., 2004; Javelle et al., 2005; Liu y Hu, 2006).
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Figura 1.4 Estructura tridimensional del transportador de amonio AmtB de Escherichia coli. A) En
la figura se muestran las tres subunidades que conforman el transportador AmtB. En ella puede
verse que cada subunidad se encuentra constituida por 11 hélices de transmembrana. La
disposicion que adoptan las 3 subunidades permiten la formacién de un poro estrecho en el centro
por donde ingresan las moléculas de NHs/ NH4*. Las esferas azules representan moléculas de NHs,
mientras que las esferas naranjas representan los iones NH4*. B) Mecanismo de conductancia del
NH3. Las esferas verdes y violetas son atomos de N que se encuentran formando parte de moléculas
de NH4* o NHs, respectivamente. Las moléculas amarillas son los H* que intervienen en dichas
moléculas, mientras que los protones libres se representan como esferas naranjas. El mecanismo
de ingreso involucra un sitio extracelular que atrae las moléculas de NH4* y un canal hidrofébico
que elimina el protén del NH4* para convertirlo en NH3z. En forma de NHs la molécula puede
atravesar el canal. Una vez en el interior celular, el NH3 es protonado nuevamente para convertirse
en NHs4* y de esta manera ser utilizado en los diversos procesos metabdlicos. Imagenes
modificadas de Khademi y Stroud, 2005.

1.7.2 Vias de asimilacion de amonio en bacterias

Una vez en el interior de la bacteria, el proceso mediante el cual se lleva a cabo la
asimilacion de NH4* involucra un conjunto de enzimas que se encuentran ampliamente
conservadas en la naturaleza. En particular, existen dos rutas metabdlicas mediante las
cuales se puede llevar a cabo el proceso de asimilacién: aquella en la que interviene la
enzima glutamato deshidrogenasa (GDH; EC 1.4.1.3) o mediante el ciclo glutamina

sintetasa (GS; EC 6.3.1.2) - glutamato sintasa (GOGAT; EC 1.4.1.3) (Zalkin et al., 1998).
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Como se puede ver en la Figura 1.5 - Panel A la reaccidn catalizada por la GDH permite
obtener una molécula de glutamato a partir de una molécula de NHs* y una de a-
cetoglutarato. Esta reaccidn no requiere ATP pero es redox dependiente, utilizando
NADPH como cofactor. En algunos casos, esta enzima cataliza también la reaccién
inversa de desaminacién oxidativa del glutamato para generar a-cetoglutarato y NHz*.
Por ello, el papel fisiolégico de la GDH como enzima anabdlica o catabdlica esta
determinada por su especificidad de cofactor (NAD o NADH, NADP o NADPH).

Por otra parte, en el ciclo GS/GOGAT (Figura 1.5 - Panel B) el NH4* es incorporado en una
molécula de glutamato en una reaccidn catalizada por la enzima GS para producir otro

aminodcido con mayor contenido de N, la glutamina.

A) B)
[NH,*14 ~INHAY

NH,* ATP ADP + Pi

NH,*

glutamato glutamina

GDH
glutamato
a-cetoglutarato
NADPH NADP

GOGAT a-cetoglutarato

NADPH

NADP

Figura L.5 Esquema de la asimilacién de NHa4* en bacterias. La asimilacién de dicho compuesto
puede llevarse a cabo a partir de dos rutas metabélicas: A) aquella que involucra la accién catalitica
la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) cuando la concentracién de NHs* en el medio
extracelular es elevada, o B) mediante el ciclo glutamina sintetasa (GS) - glutamato sintasa
(GOGAT) cuando el NH4* se encuentra en bajas concentraciones. El producto final de cualquiera de
estas vias metabolicas es el glutamato, compuesto a partir del cual se sintetizan los compuestos
nitrogenados que la célula necesita.

A diferencia de la reaccidn catalizada por la GDH, la asimilacién de NH4* mediante la GS
requiere de una molécula de ATP. La glutamina formada puede reaccionar con el a-
cetoglutarato para dar como producto dos moléculas de glutamato en una reaccién

catalizada por la GOGAT, utilizando NADPH como cofactor (Reitzer, 2003; Lehninger et
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al., 2005). Una de las moléculas de glutamato asi producidas puede utilizarse en la
biosintesis de otros aminodcidos, pirimidinas y purinas, y la segunda molécula reingresa
a este ciclo GS/GOGAT para incorporar una nueva molécula de NH4*, y asi mantener el
ciclo.

La enzima GDH tiene una baja afinidad por el NH4*, y en bacterias entéricas, como E. coli
y Salmonella, esta enzima es la principal involucrada en la asimilacion de NHs* cuando
este compuesto esta en exceso, probablemente debido a que en dicha condicion los
niveles energéticos y de fuentes carbonadas son limitados. Por el contrario, el ciclo
GS/GOGAT es la principal ruta de asimilacion de NH4* cuando el N es escaso ya que la GS
posee una alta afinidad por dicho compuesto (Helling, 1994; Helling, 1998).

En bacterias como Bacillus subtilis, otras Gram positivas y en algunas proteobacterias
como los rizobios, la GDH estd ausente (Fisher y Sonenshein, 1991; Merrick y Edwards,

1995), por lo que la asimilacién de NHs" sélo se lleva a cabo mediante el ciclo GS/GOGAT.

1.7.3 Regulacion de la asimilacion de amonio

Dado que las enzimas GS/GOGAT son las principales proteinas encargadas de la
asimilacion de NHa* en procariotas fundamentalmente en condiciones limitantes de
dicho nutriente, es esperable que se encuentren finamente reguladas. En particular, la
actividad de la enzima GS se encuentra inhibida por numerosos productos del
metabolismo tales como alanina, glicina, serina, histidina, triptéfano, adenosina
monofosfato, citidina trifosfato, glucosamina-6-fosfato (Eisenberg et al., 2000), que
actian como inhibidores competitivos, uniéndose al glutamato o al sitio activo de la
proteina GS (Liaw et al., 1993; Liaw et al., 1994; Eisenberg et al., 2000). Adicionalmente,
esta enzima se encuentra regulada mediante modificacién covalente. Esto se debe a que
la proteina GS esta formada por 12 subunidades que se ubican en forma de dos
hexameros contiguos, donde cada mondmero puede ser regulado por adenilaciéon
reversible, siendo la enzima adenilada cataliticamente inactiva y por ende la enzima
deadenilada, activa. Se ha reportado que el nimero de monémeros deadenilados
indican el grado de activacion de la enzima (Stadtman, 2001).

En su conjunto, la compleja regulacién de la actividad GS en bacterias es llevada a cabo

por una cascada de sefializaciéon denominada Sistema de Respuesta al Estrés por N (NSR
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- por sus siglas en inglés Nitrogen Stress Response). Este sistema de regulacion ha sido
ampliamente estudiado en bacterias, principalmente en enterobacterias (Arcondéguy
etal., 2001; Rietzer, 2003; Dixon y Khan, 2004; Ninfa y Jiang, 2005; Forchhammer, 2007).
En general, la NSR esta compuesta por varias proteinas entre las que encontramos una
uridiltransferasa/removasa (UTasa/UR) denominada GInD, unas pequefias proteinas
triméricas llamadas PII (las cuales se subdividen en dos familias GInK y GInB), la proteina
adenil-transferasa/removedora GInE y el sistema de dos componentes integrado por la
proteina histidina quinasa NtrB y su regulador de respuesta NtrC.

Se ha demostrado que la relacidon de las cantidades relativas de a-cetoglutarato y de
glutamina en el interior de la célula son las que regulan especificamente la actividad de
dichas proteinas (Ninfa et al., 1995). Como ya hemos mencionado, el a-cetoglutarato y
la glutamina son sustratos del ciclo GS/GOGAT e indican el balance metabdlico entre el
C y el N intracelular, por lo que la NSR resulta la principal cascada integradora del
metabolismo de estos compuestos. Los principales sensores de la NSR son la UTasa/UR
GInD, la cual se encuentra regulada alostéricamente por la glutamina (Jiang et al., 1999),
y las proteinas de sefializacién PIl que son uridiladas de manera reversible por GInD
cuando la concentracion de glutamina intracelular es baja (Reitzer, 2003; Ninfa et al.,
2005). Ademds, las proteinas PIl son reguladas alostéricamente por el a-cetoglutarato:
la unidn de a-cetoglutarato a las Pll es un indicador de los niveles de compuestos
carbonados disponibles (Forchhammer, 2007).

En particular, cuando la relacidn a-cetoglutarato / glutamina es alta, sefial de limitacion
de N, la NSR se activa para aumentar la asimilacion de NH4* (Figura 1.6). En este caso,
GInD detecta que la concentracion de glutamina es baja y uridila el residuo Tyr51 (Y51)
de las proteinas PIl (Reitzer et al., 2003; Ninfa et al., 2005). De esta manera, las Pl
uridiladas (PII-UMP) desencadenan la activacion del sistema de dos componentes
NtrB/NtrC, por un mecanismo que implica la interaccién entre Pll y NtrB. Asi, NtrB se
autofosforila y transfiere el fosfato a NtrC. NtrC-P se asocia a secuencias especificas rio
arriba de promotores de varios genes que codifican funciones requeridas para la
supervivencia en estas condiciones y que, en su conjunto, se denominan regulén Ntr
(por su nombre en inglés: Nitrogen regulated genes) (Martin et al., 1988; Burkovski,

2003; Davalos et al., 2004).
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Figura 1.6 Esquema general de la regulacion de la asimilacién de NH4* en bacterias. Dentro de la
célula la relacion C/N se expresa como la relacién a-cetoglutarato/glutamina. Cuando esta
relacion es alta, indicio de escasez de N, la proteina GInD se activa y uridila a las proteinas PII. Las
PII uridiladas (PII-UMP) interactiian con la enzima GInE de manera tal que esta ultima deadenila
ala enzima GS activandola para catalizar la conversién de glutamato y NHa* en glutamina.
Paralelamente, cuando las proteinas PII son uridiladas se activa la proteina sensora NtrB, la cual
se autofosforila y transfiere el grupo fosfato al regulador de respuesta NtrC. NtrC-P es el encargado
de inducir la expresién de varios genes involucrados en el metabolismo del N (conocidos como el
regulén Ntrpor sunombre en inglés Nitrogen regulated genes) con el fin dltimo de restablecer los
niveles de glutamina intracelulares.

Cuando la concentracién de glutamina intracelular es elevada, lo que conlleva a una relacién C/N
baja, GInD deuridila las proteinas PII. En estas condiciones, la interaccion de estas proteinas con
GInE conduce a la adenilacion de GS que se inactiva. Ademas, PII deuridilada es capaz de unirse a
NtrB, inhibiendo su capacidad de autofosforilarse e impidiendo la transferencia del grupo fosfato
al regulador de respuesta NtrC. De esta manera, se inhibe la expresién del regulén Ntr. Esta
disminucidn de la actividad GS evita una excesiva remocion de a-cetoglutarato del Ciclo de Krebs.
Las flechas verdes indican un efecto positivo mientras que las flechas en rojo indican una
influencia negativa.
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En paralelo, las PIlI uridiladas también son capaces de interactuar con la enzima
adeniltransferasa/adenilremovasa GInE de manera tal que esta ultima adquiere la
conformacidn que le permite deadenilar a la enzima GS, activdndola para catalizar la
conversion de glutamato en glutamina. La enzima GInE no ha sido muy estudiada en las
bacterias en general, sin embargo, su mecanismo de interaccidn con las proteinas Pll se
ha descripto en detalle en E. coli (Jiang et al., 2007). En esta bacteria, se ha reportado
gue GInE posee un sitio de unién a glutamina y un sitio de unién para las proteinas PII.
La unién de una molécula de glutamina y de PIlI deuridilada induce un cambio de
conformacion de GInE que activa la funcién adeniltransferasa de esta enzima, la cual
conduce a la inactivacién de GS por adenilacién de sus subunidades. Por el contrario, la
ausencia de glutamina intracelular junto con la unién de Pll uridilada y unida a moléculas
de a-cetoglutarato, inducen a la conformacidn de GInE que cataliza la deadenilacion de
GS, la cual adopta su forma activa.

Lo contrario ocurre cuando la relacidn a-cetoglutarato/glutamina es baja (Figura 1.6). En
este caso, en presencia de altos niveles intracelulares de glutamina, la activacion de esta
cascada de respuesta al estrés por N no es necesaria y GInD estimula la deuridilacion de
las proteinas PIl para mantener el sistema funcionando a un nivel basal, pero
fundamentalmente apagado (Arcondéguy et al., 2001).

En bacterias como E. coli se ha descripto que, en medios ricos en N, Pll deuridilada es
capaz de interaccionar con NtrB (Atkinson y Ninfa, 1998). Durante esta interaccion, NtrB
adquiere una conformacién que favorece su accion fosfatasa e inhibe su actividad
quinasa (Ninfa y Magasanik, 1986; Keener y Kustu 1988; Kambervov et al., 1994). De
esta manera, la unién de PIl a NtrB promueve la desfosforilacién del regulador de
respuesta NtrC, inhibiendo asi la expresidn de los genes involucrados en la asimilacién

de NHa* y en el metabolismo del N (reguldn Ntr).

1.8 Proteinas de senalizacion PIl: integradoras de los flujos de Cy N
intracelular

Las proteinas Pll son una familia de proteinas de sefializacion que se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturaleza incluyendo bacterias, arqueas, algas y plantas

(Arcondéguy et al., 2001; Sant’Anna et al., 2009; Huergo et al., 2013). Estas proteinas
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pueden ser clasificadas dentro de 3 subfamilias denominadas GInB, GInKy Nifl, las cuales
se encuentran codificadas por los genes g/nB, gInK y nifl respectivamente (Arcondéguy
et al., 2001; Leigh y Dodsworth, 2007). Las proteinas de la subfamilia Nifl se encuentran
en arqueas fijadoras de N y en algunas bacterias anaerdbicas, y su rol principal es
controlar los procesos involucrados con la fijacién de N (Leigh y Dodsworth, 2007). Las
proteinas Nifl son heterémeros y estan compuestas por dos homadlogos denominados
Nifl1 y Nifl2, los cuales forman parte de dos subfamilias diferentes. Mediante analisis
filogenéticos y estudios en la secuencia del T-loop de estas proteinas se ha demostrado
que existe una gran diferencia entre ellas y las subfamilias GInB y GInK (Leigh y
Dodsworth, 2007).

Por otra parte, GInB y GInK son proteinas mucho mas cercanas entre si, con un 60-70%
de identidad, y con una amplia variedad de funciones que se centran en coordinar la
regulacion de procesos metabdlicos. En particular, estas proteinas actuan como
transmisoras de sefiales de los estados de C, N y energia intracelular (Commichau et al,
2006). Dependiendo de estos estados, las proteinas pueden tomar diversas
conformaciones, y segun la conformacién adoptada pueden interactuar con varias

proteinas blanco, la mayoria de las cuales intervienen en la asimilaciéon de N.

1.8.1 Estructura de las proteinas GInB y GInK

Mediante técnicas de cristalografia por rayos X, se ha determinado que las proteinas
GInB y GInK se caracterizan por formar homotrimeros, donde cada subunidad es de 12-
13 KDa con una estructura tridimensional altamente conservada (Arcondéguy et al.,
2001). Dentro de los trimeros, el cuerpo de cada subunidad es cilindrico y contiene 3
bucles, denominados C-, B-y T-loop (Figura l.7). Los B- y C-loop son bucles mds pequeiios
gue sobresalen de las hendiduras de la subunidad, de modo que los bucles B y C de las
subunidades adyacentes se enfrentan entre siy forman parte de la unién de nucledtidos
gue permiten la formacidn de trimeros. Por su parte, el T-loop es un bucle prominente,
cuya estructura es flexible en solucion y es capaz de adoptar varias conformaciones que
resultan vitales para las interacciones proteina-proteina (Xu et al., 1998; Xu et al., 2003;

Sakai et al., 2005; Yildiz et al., 2007).
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En particular, en el vértice del T-loop se encuentra el residuo Tyr51, el cual puede ser
uridilado/deuridilado por la enzima GInD (Reitzer, 2003; Ninfa y Jiang, 2005) para
activar/desactivar la cascada NSR y asi regular los niveles de C/N en el interior celular. El
T-loop, como mencionamos anteriormente, es requerido para la interaccion con
diversas proteinas blanco. Incluso, se ha visto que en E. coli, la delecién de los
aminodcidos 47 al 53 resulta en la incapacidad de la proteina de activar la NSR (Jiang et

al., 1997).

C-loop

Fioopf

Figura .7 Estructura de las proteinas PII. Diagrama de cinta de los trimeros de PII visto desde el
lado A) o visto desde la parte superior en la cara de T-loop B). Se muestra una proteina PII
representativa de la estructura de la proteina GInK de E. col/i en complejo con ATP (Xu et al,
1998). El ATP unido es amarillo. El T-loop flexible se indica mediante la linea de puntos gris y
representa una estructura arbitraria en lugar de una conformacion definida. Los dos bucles mas
pequeios (bucles B y C) sobresalen en las hendiduras de la subunidad, de modo que los bucles
By C de las subunidades adyacentes se enfrentan entre si. Imagen modificada de Forchhammer,
2008.

Adicionalmente, también se ha observado en dicha bacteria que in vivo las proteinas PlI
son capaces de formar heterotrimeros adquiriendo propiedades diferentes de los
homotrimeros. En particular, los homotrimeros formados Unicamente por mondmeros
de GInB son mas eficientes que los homotrimeros de GInK. Incluso, la presencia de un
mondmero de GInK dentro de un heterotrimero disminuye la eficiencia de la funcién del

mismo. Estos resultados sugieren que GInK dentro de los heterotrimeros cumpliria el rol
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de moderar la funcion de GInB, permitiendo asi una regulacién fina de la actividad de

estas proteinas (Forchhammer, 1999; van Heeswijk et al., 2000).

1.8.2 Funciones de las proteinas Pl

La mayoria de las bacterias y arqueas poseen dos copias de las proteinas Pll: una copia
de GInB y una de GInK; mientras que en las cianobacterias, algas y plantas hasta ahora
solamente se ha descripto una Unica copia, semejante a la familia GInB (Hsieh et al.,
1998; Arcondéguy et al., 2001). Sin embargo, en algunos microorganismos como
Rhodospirillum rubrum, Haloferax mediterranei o Rhodopseudomona palustris es
posible encontrar mas de 2 homoélogos: en general encontramos una copia de GInB y
dos copias de GInK, usualmente denominadas GInK1 y GInK2 (también llamada GInJ en
otros microorganismos) (Zhang et al., 2003; Connelly et al., 2006; Pedro-Roig et al.,
2011). Lo llamativo de estos homdlogos radica en su versatilidad funcional, siendo
capaces de suplirse para llevar a cabo algunas funciones (Arcondéguy et al., 2001; Zhang
et al., 2001; Gosztolai et al., 2017) pero a su vez, teniendo roles y propiedades
completamente diferentes en otras (Atkinson et al., 1999; Arcondéguy et al., 2001;
Atkinson et al., 2002; Blauwkamp et al., 2002; Yurgel et al., 2010). En este sentido, el rol
gue cumplen las proteinas Pll ha sido muy bien caracterizado en microorganismos como
E. coli, Salmonella entérica, Klebsiella pneumoniae o Ensifer meliloti (Porter et al., 1995;
Ninfa y Atkinson, 2000; Arcondéguy et al., 2001; Yurgel et al., 2008; Yurgel et al., 2010;
Yurgel et al., 2011).

Como ya hemos mencionado a lo largo de este capitulo, una de las funciones principales
de las proteinas PIl es su participacién dentro de la NSR, interactuando con la
adeniltransferasa/adenilremovasa GInE con el objetivo final de inactivar/activar a la
enzima GS para mantener balanceados los niveles de Cy N intracelular. A pesar de que
ambas PIl pueden llevar a cabo esta funcidn, se ha observado que GInK es al menos 40
veces menos eficiente que GInB para activar la actividad adeniltransferasa de GInE y asi
adenilar a GS (Atkinson et al., 1999). Ademas, se ha demostrado que la deuridilaciéon
(inactivacion) de GInK de E. coli se lleva a cabo de manera mucho mas lenta que la
deuridilacion de GInB, lo que ha sido descripto como una ventaja para la bacteria. En

caso que una bacteria encuentre repentinamente altas concentraciones de NH.*, los
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niveles de glutamina intracelular aumentarian y seria ventajoso para la bacteria ser
capaz de deuridilar a GInB a tiempo para detener la asimilacion de NH4* rdpidamente
(van Heeswijk et al., 2000).

También se ha descripto que tanto GInB como GInK pueden interactuar con el sensor
NtrB para regular la actividad del regulador de respuesta NtrC (van Heeswijk et al., 1996;
Atkinson et al., 1998; Atkinson et al., 1999). Esta unién, como describimos previamente,
promueve la desfosforilacion del regulador de respuesta NtrC, y asi inhibe la expresion
de los genes involucrados en la asimilaciéon de NH4* y en el metabolismo del N.

En el caso de K. neumoniae y R. rubrum, bacterias fijadoras de N; en vida libre, se ha
descripto que GInB, pero no asi GInK1 o GInK2, regula la accidn de NifA, y de esta manera
controla la expresion de los genes del operon nif que codifican el complejo enzimatico
de la nitrogenasa, responsable de convertir el N; atmosférico en NH4* (He et al., 1998;
Jack et al., 1999; Zhang et al., 2000).

Finalmente, una de las funciones que mas claramente diferencian a las proteinas de la
familia GInK de las de la familia GInB es la interaccién de GInK, pero no asi de GInB, con
las proteinas transportadoras de amonio AmtB (Javelle et al., 2004; Forchhammer,
2008). En E. coli se ha demostrado que, in vivo, GInK se une rapida y reversiblemente a
AmtB en respuesta a un shock extracelular de NHas* (250 uM). Esta interaccidon también
se ha observado en otras bacterias como Bacillus subtilis, Azospirillum brasilense y
Corynebacterium glutamicum (Coutts et al., 2002; Detsch y Stulke, 2003; Strosser et al.,
2004; Huergo et al., 2006). Ademas, estudios evolutivos sugieren que dicha funcidn es
ancestral (Javelle y Merrick, 2005), y se cree que la disposicidon génica conservada del
gen amtB, ubicado en los genomas bacterianos rio abajo de g/nK y generalmente
formando un operdén con este ultimo (Thomas et al., 2000a), es debido a esta funcion.
Como se muestra en la Figura 1.8 se ha demostrado que la interaccion entre GInK y AmtB
ocurre cuando, bajo condiciones de exceso de N intracelular, el T-loop de GInK ingresa
e interacciona con el poro hidrofébico de AmtB para bloquear el ingreso de NH4* a la
célula. Por el contrario, cuando los niveles de N intracelular son limitados, GInK se
encuentra principalmente uridilada y, debido a que dicha modificacién ocurre en el
extremo del T-loop, no puede interactuar con los transportadores AmtB y por ende, el

NHs* puede ingresar al interior celular (van Heeswijk et al., 2013).
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Figura 1.8 Modelo de la regulacién de la actividad AmtB por GInK en £. coli. El transportador de
amonio trimérico AmtB y la proteina reguladora trimérica GInK se inducen en E. coli bajo
condiciones limitadas de N. La parte inferior derecha de la figura muestra que cada uno de los tres
canales de AmtB puede trasladar el NHs* desde el exterior al interior. Cada uno de los monémeros
de GInK alberga un T-loop que sobresale de la parte superior de la estructura en forma de barril (a
la izquierda de la flecha verde). Cada uno de los bucles encaja profundamente en el vestibulo
citopldsmatico de cada uno de los canales del transportador AmtB trimérico (a la derecha de la
flecha verde). La unién de los trimeros de GInK y AmtB hace que el transporte de NH4* se encuentre
bloqueado. La parte superior izquierda de la figura muestra que bajo concentraciones de glutamina
intracelular alta o baja, la enzima bifuncional UTasa cataliza la deuridilacién o uridilacién (es decir,
la eliminacién covalente o el acoplamiento de grupos UMP) de las puntas de los T-loop de los
trimeros de GInK. La unién de GInK-UMP a AmtB ya no es posible, ya que los grupos voluminosos
de UMP impiden la insercion de los T-loop en los portales citoplasmaticos de los canales AmtB. La
parte media inferior de la figura muestra que la formacién de complejos entre AmtB y GInK se ve
afectada por los metabolitos a-cetoglutarato, ATP, y ADP y por el catién Mg*2. Figura modificada
de van Heeswijk et al, 2013.

Como hemos mencionado anteriormente, las proteinas Pll poseen una amplia variedad
de funciones y proteinas blanco. Llamativamente, se ha observado que, dependiendo
del microorganismo estudiado, GInB y GInK pueden sustituirse en ciertas funciones.
Incluso, aquella funcién que es llevada a cabo por GInB en un determinado
microorganismo, puede ser llevada a cabo por GInK en otro, y viceversa. En la Tabla I.1
se muestra un breve resumen de los fenotipos observados al analizar cepas mutantes
en las distintas Pll en algunas de las bacterias estudiadas, que nos dan una idea de la

funcién que cada Pll podria estar llevando a cabo en los diversos microorganismos.
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Tabla 1.1 Principales fenotipos observados al analizar cepas mutantes en las distintas proteinas PII
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neumoniae nitrogenasa). (reguladores de la
expresion de los
genes requeridos
para la fijacién de
N2).
Afecta el
Excreta NH4* . X R
Nif-( no tiene swarming. Halos de
.. cuando crece en .
Azospirillum o actividad de menor Zamaroczy,
. AglnB medio minimo . .,
brasilense nitrogenasa). didmetro que la et al., 1993
con NOs". K
cepa salvaje.
La expresion de
los genes nif
estd
AginB
completamente
P ausente. Zhang et al.,
Rhodospirillum 2501
rubrum
Crece poco, tanto
AginB en medio minimo
Agink como en medio
ricoen N.

1.8.3 Regulacion de las proteinas Pll mediante moléculas indicadoras del estado
intracelular

Las proteinas Pll se consideran proteinas integradoras de sefiales. Varios trabajos han
reportado que la sefial clave del estado del N intracelular es la concentracion de
glutamina, mientras que la sefial clave para el estado de los niveles de C es el a-
cetoglutarato (Senior, 1975; Engleman y Francis, 1978; Jiang et al., 1998).

Ademads de sensar la relacion C/N, las proteinas Pll son capaces de unirse directamente
a moléculas efectoras tales como ATP, ADP y a-cetoglutarato (Atkinson et al., 1994; Carr
et al., 1996; Arcondéguy et al., 2000; Andrade et al., 2005). En este sentido, dentro de
los trimeros, en los huecos intersubunidades, encontramos 3 sitios de unién a ATP, uno
en cada subunidad. Por su parte, los 3 sitios de unién al ATP muestran una

cooperatividad negativa y pueden ser ocupados por moléculas de ADP de manera
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competitiva (Carr et al., 1996). Ademas, la afinidad por las moléculas de ATP aumenta
en presencia de moléculas de a-cetoglutarato, mientras que en esta condicion la
afinidad por las moléculas de ADP disminuye (Jiang y Ninfa, 2007). Cuando el ATP se une
a las PlI (junto con moléculas de Mg), los T-loop asumen una conformacién compacta en
la cual se crea un sitio de unién al a-cetoglutarato en el vértice de cada T-loop,
generando de esta manera 3 sitios de unién al a-cetoglutarato (Yildiz et al., 2007).

En E. coli se ha demostrado que concentraciones micromolares de a-cetoglutaratoy ATP
son necesarias para que GInB lleve a cabo correctamente sus funciones, es decir, para
que se uridile/deuridile (Arnesano et al., 2003; Sugiyama et al., 2004), para interaccionar
con NtrB (Mizuno et al., 2007) y para estimular la actividad de la enzima GInE que lleva
a la deadenilacion de la enzima GS (Ferrario-Mery et al., 2005). Sin embargo, también se
ha visto que cuando los niveles de a-cetoglutarato son muy elevados (milimolares) GInB
de E. coli se inhibe. En este caso, las altas concentraciones de a-cetoglutarato aumentan
el estado de fosforilacién de NtrC, causado por la inhibicidn de la interaccidon de GInB
con NtrB, lo que permite que éste ultimo fosforile a NtrC (Arnesano et al., 2003; Chen et
al., 2006; Mizuno et al., 2007). De igual manera, a concentraciones altas de a-
cetoglutarato, también se ve inhibida la funcién de las Pll de activar la
adeniltransferasa/adenilremovasa GInE (Ferrario-Mery et al., 2005).

En el caso de GInK se ha visto que su union a ATP y a-cetoglutarato impide la formacién
de la conformacion necesaria que debe adoptar el T-loop para ingresar a los canales de
amonio AmtB. Ademas, el a-cetoglutarato pareciera actuar como repelente del AmtB
en la superficie de GInK (Durand y Merrick, 2006; Wolfe et al., 2007). En este sentido, la
union de moléculas de a-cetoglutarato a las proteinas GInK provocaria un impedimento
estérico para que dichas proteinas interactien fisicamente con los transportadores de
amonio.

En la Tabla 1.2 se pueden observar las distintas proteinas blanco sobre las que actuan las
PIl segun los diversos microorganismos estudiados y el efecto que produce la alta

concentracion de a-cetoglutarato en la interaccion Pll-proteina blanco.

31



Capitulo |

Tesis Doctoral Florencia Lamelza

Tabla I.2 Proteinas blanco de GInB y GInK y efectos del a-cetoglutarato en la asociacidn PII-proteina
blanco. Tabla modificada de Leigh y Dodsworth, 2007.

Efecto de las altas
G Tipo de Blanco directo concentraciones de
: rupo
Organismo filogenético Pl (efecto en el a-cetogl.utél:ato enla Ref.
blanco) asociacion PlI-
proteina blanco
. . . . NtrB, ATase Inhibicién (cooperatividad Ninfa y Jiang,
-Proteobact
Escherichia coli y-Froteobacteria GlnB (adenilacién de GS) negativa) 2005
. . . . GInB- ATase (deadenilacion . Ninfa y Jiang,
Escherichia coli | y-Proteobacteria UMP de GS) Ninguno 5005
Coutts et al.,
2002; Javelle et
Escherichia coli, al., 2004
Azotobacter y-Proteobacteria GInK AmtB (inhibicion) Inhibicién Javelle et al.,
vinelandii 2005; Durand et
al., 2006
Azospirillum .
p. a-Proteobacteria GIng, AmtB, DRAG No determinado Huergo et al.,
brasilense GInz 2006
. GInK'y . L
Klebsiella . NifL (inhibicién del ) He et al., 1998;
. y-Proteobacteria GInK- B . No determinado
pneumoniae UMP antagonismo de NifA) Jacket al., 1999
Little et al.,
NifL (Estimulacidn s Li
Azotobacter ) ( . 4 By 2000; Little et
. .. y-Proteobacteria GInK del antagonismo Estimulacién al., 2002;
vinelandii de NifA) Rudnick et al.,
2002
Rh r i .
odobacte a-Proteobacteria GIng, DRAT No determinado Pawlowski et al.,
capsulatus GinJ 2003
Rhodobacter Pawlowski et al.,
capsulatus, InB- 2003; zh
P ’ a-Proteobacteria Gln NifA (Estimulacion) No determinado 003; Zhang et
Rhodospiri”um UMP al., 2005; Zhu et
rubrum al., 2006
. . N-acetylglutamate inri .
Synechococcus, Cianobacteria Viglut o Heinrich et al.,
s h B unicelular PIl (GInB) (NAG) quinasa Inhibiciéon 2004; Maheswaran
ynechocystis (estimulacién) et al., 2004
Gi bacteri Pl PipX (coactivador Esoi tal
lanobacteria y I spinosa et al.,
de NtcA, Inhibicién
Synechococcus unicelular PII-UMP N i 2006
Inhibicién)
Corynebacterium| Gram positiva con .
y . POSItV GInK AmtB (Inhibicidn) No determinado Strosser et al.,
glutamicum alto GC 2004
AmtR (represor
. . transcripcional,
Corynebacterium| Gram positiva con o ) Beckers et al.,
f . alto GC GInK-UMP| inhibicion que No determinado 2005
glutamicum oroduce
desrepresion)
Gram oositivas con Inhibicidon moderada(ATP Heinrich et al
Bacillus subtilis pos GInK AmtB, TnrA ejerce una marcada einrich et al.,
bajo GC R 2006
inhibicién)
Methanosarcina Ehlers et al.
3 Euryarchaeota GInK GS (inhibicién) Inhibicién ersetal,
mazei 2005
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Resumiendo, la uniéon de los diversos ligandos a las proteinas PIl afecta la conformacién
de las mismas. De esta manera, se modulan las interacciones proteina-proteina y por
ende la funcién que estas llevan a cabo. Gracias a esto, como ya hemos mencionado, las
proteinas Pll son las principales proteinas que interconectan los estados intracelulares

de C, Ny energia.

1.9 Metabolismo del N en los rizobios

Como parte de la microflora de los suelos agricolas, a menudo los rizobios se encuentran
limitados en uno o mas nutrientes, y ésta es una condicién sefalada por algunas
evidencias como posible favorecedora de su asociacidon simbidtica con las leguminosas.
En este contexto, como ya hemos mencionado anteriormente, la simbiosis fijadora de
N, sdlo tiene lugar en ambientes pobres en N combinado (como NOs y NHs*). Por lo
tanto, es esperable que estos microorganismos estén adaptados a captar y asimilar el N
presente en bajas concentraciones en su entorno.

Los rizobios en vida libre, pueden utilizar como fuentes nitrogenadas aminoacidos, NO3
, NOz y principalmente NH4* (Merrick y Edwards, 1995; Marzluf, 1997). El NH4* junto con
el glutamato y la glutamina son dadores clave de N para las reacciones biosintéticas de
practicamente todos los microorganismos.

A diferencia de otros microorganismos, los rizobios en vida libre asimilan NHa*
Unicamente a partir del ciclo GS/GOGAT, debido a que carecen de la enzima GDH
(Ludwig, 1978; Howitt y Gresshoff, 1985; Mendoza et al., 1995; Patriarca et al., 2002).
En B. diazoefficiens, la enzima GOGAT esta formada por 2 subunidades no idénticas: una
subunidad grande codificada por el gen gltB (ORF blr7743) y otra pequeia codificada
por el gen g/tD (ORF bIr7744). Alin no se conoce con exactitud la regulacion de GOGAT
en B. diazoefficiens en vida libre. Sin embargo, en algunas bacterias como Rhizobium
phaseoli o E. coli se ha reportado que la actividad de dicha enzima esta regulada por las
concentraciones de glutamato y es inhibida por la presencia de adcidos orgdnicos (Miller
et al., 1972; Bravo y Mora, 1987). Ademas, algunos estudios sugieren que la actividad

de esta enzima es esencial para el desarrollo de bacteroides y para la fijacion bioldgica

de N3 (Castillo et al., 2000; Mulley et al., 2011).
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En relacién a la enzima GS, los rizobios poseen mas de una isoforma de esta proteina, a
diferencia de las enterobacterias que sdlo tienen una. En particular, en B. diazoefficiens
se han descripto dos isoformas de esta enzima: glutamino sintetasa | (GSI) y glutamino
sintetasa Il (GSII). En relacién a GSI, esta proteina se encuentra codificada por el gen
glnA (ORF blr4949), es una enzima termoestable, se expresa de manera constitutiva
(Carlson et al., 1987) y posee 12 subunidades idénticas de 59 kDa. Esta enzima es muy
similar a otras GS procariotas, y como ya describimos en esta introduccién, estd regulada
por el estado de adenilacidn de cada subunidad, siendo inactiva la enzima totalmente
adenilada (Darrow y Knotts, 1977; Darrow et al., 1980). Por su parte, GSIl se encuentra
codificada por el gen g/nll (ORF blr4169) y su estructura es similar a las GS eucariotas
(Carlson et al., 1986), incluso se cree que esta isoforma fue adquirida de las plantas por
transferencia genética entre procariota y eucariota (Carlson et al., 1986). GSII consta de
8 subunidades de aproximadamente 36 kDa y se ha descripto como una proteina
sensible a temperaturas mayores de 50 °C. A diferencia de GSI, en B. diazoefficiens no
se ha descripto una regulacion postraduccional, sino que GSII se encuentra regulada a
nivel de expresion segun la disponibilidad de N y la concentracién de O, como
describiremos mas adelante (Darrow y Knotts, 1977; Rao et al., 1978; Darrow et al.,
1980; Carlson et al., 1987; Carlson et al., 1989).

En otras especies de rizobios como R. leguminosarum o E. meliloti, existe una tercer
isoforma denominada GSlll, que se encuentra codificada por el gen gInT. Se ha
demostrado que GSIII posee una baja afinidad por el NHs* y por el glutamato, lo que
conduce a pensar que probablemente la sintesis de glutamina (funcién principal de una
glutamino sintetasa), en este caso, sea una funcién secundaria de esta isoforma
(Shatters et al., 1993). Incluso, en E. meliloti la isoforma GSlll solamente se ve expresada
en mutantes Ag/inAAginll, que carecen de las isoformas GSI y GSII (Espin et. al, 1990;
Chiurazzi et al., 1992; Espin et al., 1992; Shatters et al., 1993).

Cabe mencionar que en otros organismos se ha descripto otra isoforma de GS, que
también se la ha denominado GSllI, pero que tiene caracteristicas diferentes a la GSllI
mencionada anteriormente. Esta isoforma se identificd inicialmente en Bacteroides
fragilis (Hill et al., 1989), y genes homodlogos han sido identificados en Butyrivibrio
fibrisolvens (Goodman y Woods, 1993) y la cepa Synechocystis PCC 6803 (Reyes vy

Florencio, 1994). Esta enzima es un hexamero con una subunidad de masa molecular de
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75 kDa, pero no se ha caracterizado ampliamente. La secuencia de aminoacidos de GSIII
es diferente de la de GSI o GSII, aunque se han observado varias regiones conservadas
alrededor del sitio activo.

Es interesante sefalar que, a pesar que se ha descripto la existencia de mas de una
isoforma de GS en bacterias, el rol que cumplen cada una de ellas ain no se ha podido
dilucidar. En la Tabla 1.3 se muestran algunos de los fenotipos observados para diversas

cepas mutantes en las GS de rizobios donde se ha intentado establecer su funcién.

Tabla 1.3 Caracteristicas simbidticas y de crecimiento de cepas de rizobios mutantes en las enzimas
glutamino sintetasa. Modificada de Espin et al, 1994

Crecimiento en Propiedades simbiodticas
| +
Cepa Fenotipo NHs* g ut;r:aito Nodulacion Fijacion Referencias
4
Salvaie + + + + Moreno et al.,
) 1991
Moreno et al.
InA + + + +/- !
R. etli g 1991
ginll +/- +/- + + Espin et al., 1994
ginT + + + + Espin et al., 1994
Salvaie + + . . de Bruijn et al.,
I 1989
de Bruijn et al.,
glnA + + + + 1989
Keister et al.,
1987;
E. meliloti Inll !
melilot gin * * * * de Bruijn et al.,
1989
Keister et al.,
1987;
InT !
gin * * * * de Bruijn et al.,
1989
Salvaie . . . . Carlson et al.,
J 1987
InA N N o o Carlson et al.,
B. g 1987
diazoefficiens Carlson et al.,
ginll + + ++ ++ 1987
Carlson et al.,
glnAglnli - - - - 1987
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Curiosamente en E. meliloti, que ademas de GSI y GSlI posee la isoforma GSllI, el doble
mutante en g/nA-ginll induce e invade nédulos normales durante la simbiosis, mientras
que la misma mutacién en B. diazoefficiens afecta severamente la nodulacion (Carlson
et al., 1987). Estos resultados, al parecer contradictorios, podrian explicarse si una
misma isoforma de GS posee funciones diferentes segun la cepa estudiada.

Mediante estudios transcriptémicos y protedmicos se encontré que tanto GSI como GSl|
se encuentran presentes en bacteroides aislados de B. diazoefficiens (Delmotte et al.,
2010). Incluso, Brown y Dilworth (1975) demostraron la presencia de actividad GS en
bacteroides de varias especies de Rhizobium y Bradyrhizobium. Sin embargo, los valores
de actividad de dichas enzimas resultaron muy bajos en los bacteroides mientras que en
el citosol de las células vegetales se detectaron actividades elevadas tanto de GS como
de GOGAT (Brown y Dilworth, 1975; Kurz et al., 1975; Cullimore y Bennett, 1991; Temple
et al., 1998). Probablemente esto ocurre debido a que, como mencionamos
anteriormente, la mayor parte del NH4* obtenido a partir de la fijacién del N atmosférico
es transferido a la célula vegetal en donde es convertido a aminoacidos y luego
transportados por el xilema de la planta. Incluso, se ha sugerido que estos aminoacidos

podrian reingresar al bacteroide para ser utilizados por el mismo (Prell y Poole, 2006).

1.9.1 Mecanismos de regulacion de las GS en B. diazoefficiens

Dada la relevancia de la enzima GS en la asimilacién de NH4*, el estudio de las isoformas
de esta enzima y la manera en que son reguladas resulta de gran interés.

Como ya mencionamos, en B. diazoefficiens la transcripcidn del gen gInA es constitutiva
cualquiera sea la condicién del medio en el que se encuentre la bacteria (Carlson et al.,
1985). En particular, Martin y col. (1989) observaron que g/nA se transcribe a partir de
promotores en tdndem que producen un transcripto mas largo que incluye g/inBg/nA
(g/nB se encuentra ubicado de manera adyacente y rio arriba de glnhA, y codifica la
proteina Pll: GInB) y otro mas corto donde sélo se encuentra g/nA. Ademas, pudieron
determinar que rio arriba de g/nB existen dos promotores que se regulan de manera
diferencial segun el estado de N intracelular. Uno de los promotores es expresado en
condiciones de deficiencia de N, y la induccidn de su expresidn es dependiente de NtrC

(Martin et al., 1989); mientras que el otro promotor, se expresa en condiciones de

36



Capitulo | Tesis Doctoral Florencia Lamelza

suficiencia de N, y es reprimido por NtrC (Martin et al., 1989). La presencia de
promotores en tandem se observa comunmente cuando un gen de expresidon
constitutiva, en este caso g/nA, requiere ser regulado especificamente bajo alguna
condicién en particular. Sin embargo, hasta el momento no se ha descripto las
condiciones que activan o reprimen el promotor independiente de dicho gen. Es
interesante sefialar, que la disposicion génica de glnA en operdn con ginB, difiere de la
descripta para E. coli, donde g/nA forma un operdn con los genes ntrBC. Sin embargo, la
regulaciéon de la transcripcidn parece ser muy similar, actuando dos promotores segin
la disponiblidad de N y ademas con la intervencion de NtrC.

Por otro lado, a diferencia de g/nA, ginll en B. diazoefficiens se encuentra regulado a
nivel de expresion, a partir de un Unico promotor (Carlson et al.,, 1987), segun la
disponibilidad de la fuente de N (Darrow, 1980; Carlson et al., 1987; Martin et al., 1988).
Bajo condiciones aerdbicas, cuando el N intracelular se encuentra limitado, la expresién
de ginll es inducida a través del regulador de respuesta NtrC cuando éste se encuentra
fosforilado (Carlson et al., 1987).

La isoforma GSI, debido a su similitud con las demds GS procariotas, posee un sistema
de regulacién post-transcripcional que involucra un proceso de adenilacion reversible
que ya hemos descripto anteriormente (Darrow y Knotts, 1977), en el cual interviene la
proteina adeniltransferasa/adenilremovasa denominada GInE. La
adenilacion/deadenilacion de la enzima GSI depende de la relacion C/N intracelular
(Darrow y Knotts, 1977; Ludwig, 1980; Carlson et al., 1987). Cuando el N intracelular es
escaso, GInE deadenila las diversas subunidades de GSI, la cual adquiere su
conformacion activa. Lo inverso ocurre cuando el N intracelular se encuentra en exceso,
GSl es adenilada por GInE, por lo que su actividad disminuye (Bishop et al., 1976; Ludwig,
1978).

Por otra parte, GSIl pareciera estar regulada sélo a nivel transcripcional (Taté et al.,
2001). Sin embargo, en R. leguminosarum se ha demostrado la existencia de un
mecanismo de control a nivel post-transcripcional mediado por la proteina Gstl, que en
condiciones de exceso de N inhibe la transcripcién de gInll (Spinosa et al., 2000; Tate et
al., 2001). A partir de la secuenciacidon del genoma de B. diazoefficiens (Kaneko et al.,
2002) fue posible detectar la presencia de un gen homologo al que codifica para Gstl en

R. legquminosarum, denominado gst/ (ORF bll4168), que se encuentra ubicado de manera
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adyacente y rio arriba al gen gInll (ORF blr4169). Incluso, estudios de expresidon
realizados por Franck y colaboradores (2015), detectaron que el patrén de expresion del
gstl coincide con la funcién descripta en R. leguminosarum. Es decir, bajo condiciones
de escasez de N, el gen gst/ en B. diazoefficiens se encontraria inhibido, mientras que en
condiciones de exceso de N estaria sobreexpresado. Sin embargo, hasta la fecha no se
han reportado estudios de Gstl en B. diazoefficiens, y por lo tanto, aln permanece sin
elucidarse si es funcional o no en nuestra bacteria de estudio.

Como ya hemos mencionado en este capitulo, la actividad de GSI y GSII se encuentra
regulada segun la disponibilidad de N intracelular. Cuando la cantidad de N dentro de la
célula es suficiente, es decir que la relacion de a-cetoglutarato/glutamina es baja, GSI
estd parcialmente activa, dependiendo del nimero de subunidades adeniladas, y hay
baja expresién de ginll. Si se analizan los niveles de transcriptos de g/nll normalizado
segun el nivel de gInA (que es constitutivo) se observa una reduccion del transcripto de
GSIl por la adicion de NHa* al medio (Adams et al., 1988). Sin embargo, cuando la
demanda celular de compuestos nitrogenados aumenta y el nivel de glutamina es bajo
con relacion al de a-cetoglutarato, GSI se deadenila y se induce la expresién de GSll para
incrementar la captacion de NHa* (Patriarca et al., 2002). En R. leguminosarum se ha
observado que la concentracién intracelular de GSI aumenta de dos a cuatro veces
cuando la bacteria se cultiva con una fuente pobre de N respecto a una fuente
abundante en este nutriente (Rossi et al., 1989). En este sentido, nuestro grupo de
trabajo ha podido determinar que B. diazoefficiens creciendo con una severa limitacién
de N produce un aumento similar en el estado de activacion de GSI y su correlacién con
el estado de deadenilacion (Lépez-Garcia et al., 2001). Por otra parte, en esta misma
situacion se observé aumentos del nivel de expresion de GSII (Lopez-Garcia et al., 2001).
Ademads de la regulacién de estas enzimas por la relacién de los sustratos a-
cetoglutarato y glutamina, en B. diazoefficiens la transcripcion de los genes que
intervienen en la fijacion de N2 (genes nif) y del gen que codifica para GSII (g/nll), se
encuentra regulada por la limitacion de O,. Estudios realizados muestran que la
transcripcion del gen glnll se induce cuando las condiciones de crecimiento del rizobio
son limitadas en O; (Adams et al., 1988), y en esas mismas condiciones, también se vio
gue habia transcripcién de los genes nif. Por lo tanto, la expresién del gen ginll pareciera

estar activada de manera coordinada con los genes nif en respuesta a la falta de O,. Sin
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embargo, Rao y colaboradores (1978) reportaron que la actividad de GSIlI decrece
durante microaerobiosis en algunos rizobios, indicando que posiblemente esta enzima

se encuentre regulada por un mecanismo post-transcripcional hasta ahora no descripto.

1.9.2 Respuesta al estrés por N en rizobios en vida libre

Como hemos visto, la asimilacién de NHs* en los rizobios es un proceso finamente
regulado. Para que este sistema actle de manera eficiente es necesaria la participacién
de una gran cantidad de proteinas y moléculas efectoras que permitan satisfacer las
necesidades de la bacteria. Este conjunto de proteinas forma parte de la cascada de
sefializacion de respuesta al estrés por N (NSR).

Como mencionamos anteriormente, cuando la relacidon a-cetoglutarato / glutamina
intracelular es alta, la NSR se activa para aumentar la asimilacion de NH4* (Figura 1.9 —
Panel A). La puesta en marcha de la NSR involucra mecanismos de traduccion de sefiales
que detectan la condicién de limitacién de N y responden produciendo cambios
conformacionales de las proteinas y cambios en la expresidn génica. En esta respuesta,
el sensor principal de la NSR GInD, inicia la cascada de activacidn uridilando el residuo
Tyr51 de las proteinas Pll (Reitzer et al., 2003; Ninfa et al., 2005). A su vez, las PlI
uridiladas activan el sistema de dos componentes NtrB-NtrC, donde NtrB se
autofosforila y transfiere el fosfato a NtrC que se asocia a secuencias especificas rio
arriba de promotores de varios genes que codifican funciones requeridas para la
supervivencia en estas condiciones (Bravo y Mora, 1988; Martin et al., 1988; Burkovski,
2003; Davalos et al., 2004), entre los que encontramos a g/nll (Bravo, y Mora, 1987;
Martin et al., 1988; Martin et al., 1989).

Por el contrario, en presencia de altos niveles intracelulares de glutamina, y por
consiguiente la relacién C/N es baja, GInD estimula la deuridilacidn de las proteinas PlI
para mantener el sistema funcionando a un nivel basal (Arcondéguy et al., 2001). Pl
deuridilada promueve la adenilacién de GSI, volviéndola inactiva, disminuyendo de este
modo la actividad GS total y manteniendo los pooles de intermediarios del ciclo de
Krebs, en particular, de a-cetoglutarato (Figura 1.9 — Panel B). Ademas, si en rizobios
ocurre como en E. coli donde NtrB se une a GInB, NtrB no seria capaz de autofosfofrilarse

y por ende, NtrC estara inactivo.
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Una particularidad que desarrollaremos mas adelante en el Capitulo VI de esta Tesis, es
que B. diazoefficiens es el Unico rizobio que posee tres copias de la proteina Pll, una GInB
y 2 GInK. Este hallazgo hace muy interesante el estudio de la regulacion del metabolismo

de N en esta bacteria.

A) B)
Limitacion Exceso
de N deN

INACTIVA

ATP

NH4+ ) "
glutamina

glutamato

Figura 1.9 Esquema general de la cascada NSR en rizobios. En el panel A) se esquematiza la
respuesta que se desencadena frente a escasez de N intracelular. El sensor principal de la cascada,
la proteina GInD, uridila a las proteinas PII (GInB y GInK). Las PII uridiladas (PII-UMP) son
capaces de interactuar con la enzima adeniltransferasa/ adenilremovasa (GInE) de manera tal
que esta ultima adquiere la conformacién que le permite deadenilar a la GSI, activandola para
catalizar la conversion de glutamato en glutamina. Paralelamente, PII-UMP activan la proteina
sensora NtrB, la cual se autofosforila y transfiere el grupo fosfato al regulador de respuesta NtrC.
NtrC-P es el encargado de inducir la expresion de varios genes involucrados en el metabolismo
del N, entre los que encontramos el gen g/n// que codifica para la proteina GSII, la cual también
cataliza la conversién de glutamato en glutamina. La accién conjunta de GSI'y GSII permite captar
bajas cantidades de NH4* del medio y restablecer los niveles de glutamina intracelular.

El caso contrario se muestra en el panel B), donde altos niveles de N intracelular inducen la
deuridilaciéon de las PIl mediada por GInD, y en este estado PIl inducen la accién adeniltransferasa
de GInE que mantiene a la GSI principalmente inactiva. Ademas, PII sin uridilar no permite que se
active el sistema de dos componentes NtrBC y no se induce la expresién de gin//.
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1.10 Hipétesis de Trabajo y Objetivos

La escasez de nutrientes es probablemente la condicidn de crecimiento mas parecida al
habitat natural de los rizobios en el suelo. Por lo tanto, estos microorganismos deben
estar habituados a sobrevivir en entornos con condiciones fluctuantes de “hambre y
abundancia” y a los diferentes estreses ambientales que soportan. Durante estas
modificaciones, las bacterias regulan sus actividades metabdlicas para dar lugar a un
fenotipo de adaptacién al entorno desfavorable. En este sentido, se sabe que las
condiciones 6ptimas de infeccién de las raices de soja y formacién de los nédulos que
permiten la FBN se observan cuando la relacién C/N es alta en la rizésfera.

Nuestro grupo de investigacion ha observado que los rizobios cultivados bajo escasez de
la fuente de N son mas persistentes, infectivos y competitivos. Estos resultados nos
llevaron a pensar que esta condicidn de cultivo podria utilizarse con ventaja en la
elaboraciéon de inoculantes mas efectivos para soja. El estado de limitacién de N
probablemente se asemeje mas a las condiciones en las que se encuentran los rizobios
en el suelo, a diferencia de las bacterias del inoculante que se elaboran cultivando los
rizobios en medios ricos. Con todas estas premisas, podria plantearse la alternativa de
preparar inoculantes en medios de alta relacion C/N, para lo cual es necesario conocer
como ésta relacion C/N modifica el metabolismo general de los rizobios para luego
encarar un disefio racional de inoculantes con alta eficiencia simbidtica. Por lo tanto,
nuestra hipdtesis de trabajo consiste en que es posible mantener estas buenas
propiedades simbidticas, alcanzadas en la situacion de escasez de N, estudiando cémo
los reguladores mas importantes involucrados en el metabolismo de N en B.
diazoefficiens se expresan y controlan otros genes para adaptarse a esta situacidon
particular, tanto en vida libre como en simbiosis. Para ello, es necesario conocer codmo
funcionan los mecanismos de regulacién del N en este rizobio (NSR) y su influencia en la
FBN.

Es interesante sefalar que al momento en que se inicié este trabajo de Tesis Doctoral
contdabamos con muy poca informacién sobre las principales proteinas involucradas en
la cascada de respuesta al estrés por N y en la asimilacion de NH4* en B. diazoefficiens.
Las ultimas publicaciones se remontaban a los afios 1987/1988 y se basaban en el

estudio de la expresién de los genes glnA y ginll, que codifican las glutamino sintetasas,
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cuyas secuencias se habian encontrado por homologia con otros microorganismos
previamente descriptos como E. coli (Carlson et al., 1987; Martin et al., 1988).

En cuanto a las proteinas de sefalizacién PIl, Martin y col. (1989) pudieron describir la
presencia del gen g/nB y la regulacién de la expresién del mismo a partir de dos
promotores en tdndem. Sin embargo, la caracterizacion funcional de GInB continuaba
siendo una incoégnita ya que la delecién de dicho gen no fue posible con las técnicas de
la época. Incluso, nada se conocia de la presencia del gen gInK en B. diazoefficiens hasta
la secuenciacion de su genoma (Kaneko et al., 2002).

Dada la relevancia de aumentar el rendimiento del cultivo de soja en forma sustentable,
en este trabajo de Tesis Doctoral se plantea profundizar el conocimiento sobre cémo los
sistemas regulatorios se activan para adaptarse a la escasez de N en B. diazoefficiens
tanto en vida libre como en simbiosis, asi como también proponemos profundizar en la
regulacion global del metabolismo de N en estas bacterias ya que parece ser un factor

clave para una simbiosis exitosa.

Objetivos de este trabajo de Tesis Doctoral

1.10.1 Objetivo General

En este trabajo de Tesis nos planteamos como objetivo principal caracterizar la
cascada regulatoria del metabolismo de N en B. diazoefficiens, tanto en vida libre como
en simbiosis con plantas de soja, y comprender y estudiar en qué condiciones
metabdlicas se activa la respuesta al estrés por N en este rizobio. Asimismo, es nuestro
objetivo a fututo establecer, con los conocimientos ganados, condiciones de cultivo
favorables para el desarrollo de formulaciones de inoculantes para soja con mayor

eficiencia simbiotica.
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1.10.2 Objetivos especificos

1- Evaluar la fisiologia del crecimiento de B. diazoefficiens en medios definidos

desarrollados para generar condiciones de exceso o limitacion de N.

2- Obtener, mediante mutagénesis dirigida, cepas mutantes en las proteinas de
sefializacion Pll: GInB, GInK1 y GInK2, involucradas en la regulacion del metabolismo del
N en B. diazoefficiens, y estudiar el entorno génico de cada una de ellas, asi como

también las caracteristicas de sus secuencias proteicas mediante analisis in silico.

3- Analizar la posible funcidn de las diversas copias de la enzima glutamino sintetasa
GS, realizando un andlisis comparativo de sus secuencias a partir de herramientas
bioinformaticas, asi como también obteniendo cepas mutantes en los genes glnAl,

glnA2, ginA3 y ginll.

4- Caracterizar fenotipicamente los distintos mutantes obtenidos en B.
diazoefficiens con el fin de evaluar el posible rol de cada una de las proteinas mutadas

en la regulacidon del metabolismo de N en este rizobio en vida libre.

5- Evaluar los mutantes obtenidos en relacion a su interaccion simbidtica con las

plantas de soja.
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1.1 Cepas bacterianas, plasmidos y cebadores utilizados

11.1.1 Cepas bacterianas y pldsmidos

Las cepas bacterianas y los plasmidos utilizados en este trabajo se detallan en las Tablas

1.1 y 1.2 respectivamente, junto con sus caracteristicas principales:

Tabla II.1 Caracteristicas de cepas bacterianas utilizados en este trabajo

Cepa bacteriana Descripcidon/Caracteristicas relevantes Referencia
Escherichia coli
DH5a recA, AlacU169, ®80d/acZAM15 Bathesda
Res. Lab.
TOP10 hsdR, mcrA, lacZAM15, endA;, recA: Invitrogen
. Simon et al.,
S17-1 Tra*, recA pro thi hsdR chr::RP4-2
1983
l.
BL21 DE3 FhuA2 [lon] ompT gal [dem] DhsdsS Jeoggg;a ’
BL21 DE3 Cepa derivada de E. coli BL21 DE3 que contiene

(PET22b(+)::gInll)

el vector pET22b(+) con el gen ginll (blr4169)
para la sobreexpresién del mismo. Amp’

Este trabajo

Bradyrhizobium
diazoefficiens
Departa-
mento de
USDA 110 Cepa salvaje. Cm’ Agricultura
de EEUU
(USDA)
Mutante delecional del gen g/nA1 (blr4949) .
AginAl sobre B. diazoefficiens USDA 110. Cm" Este trabajo
Mutante por insercién de cassette Str/Sp del gen
AglnA2 gInA2 (blr4835) sobre B. diazoefficiens USDA Este trabajo
110. Cm', Str/Sp"
Mutante delecional del gen g/nA3 (bll1069) sobre .
AglnA3 B. diazoefficiens USDA 110. Cm'’ Este trabajo
Mutante doble en los genes g/nA1y gIinA2 por
AginA1AginA2 insercion de cassette Str/Sp en cepa AglnAl. Este trabajo
Cm", Str/Sp"
Mutante delecional del gen g/nll (blr4169) con
Aglinll insercidn de cassette Km sobre B. diazoefficiens | Este trabajo

USDA 110. Cm", Km'
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Tabla II.1 Continuacién

AginK1

Mutante delecional del gen g/nK1 (blr0612) sobre
B. diazoefficiens USDA 110. Cm"

Este trabajo

Agink2

Mutante delecional del gen g/nk2 (blr0606) sobre
B. diazoefficiens USDA 110. Cm"

Este trabajo

AgInK1Agink2

Mutante delecional del gen g/nk2 sobre
AginK1.Cm"

Este trabajo

AginB

Mutante delecional del gen g/nB (blr4948) sobre B.
diazoefficiens USDA 110. Cm"

Este trabajo

Tabla II.2 Caracteristicas de los plasmidos utilizados

pBlueScriptSK(+)

Vector comercial de clonado. Amp’ Stratagene
PET22b(+) Vector comercial de expresion. Amp’ Novagen
G18mob2 Vector suicida en rizobios, mob™, contiene el Kirchner et
P gen lacZ, Gm' al., 2003
Vector derivado del pG18mob2 con dos sitios Pistorio M.,
pG18mobLK de corte para la enzima Kpnl en su sitio IBBM, UNLP
multiple de clonado, mob*, lacZ*, Gm" CONICET
oHPQ4S Vector donor del omegdn Str/Sp- Amp", Str', .Prentki y
Sp' Kirsch, 1984
- o ' . | Schaferetal,
pK18mobSacB Vector suicida en rizobios Km', mob*, SacB 1994
Vector derivado del pBlueScriptSK(+) que
pBlue::glnAl contiene el gen gInA1(blr4949) completo.

Amp’

Este trabajo

PET22b(+)::gInll

Vector derivado del pET22b(+) que contiene
el gen glnll (blr4169) completo para su
sobreexpresion. Amp"

Este trabajo

pG18mob::g/nA2

Vector derivado del pG18mob2 que contiene
dos fragmentos flanqueantes al gen g/nA2
(blr4835). Gm"

Este trabajo

pG18mob::/I3::Km

Vector derivado del pG18mob2 que contiene

un fragmento homalogo a la regién rio abajo

(37) del gen glInll (blr4169) y un cassette que
confiere resistencia a Km. Gm", Km'

Lamelza, 2013

pG18moblLK::/I5°

Vector derivado del pG18mobLK que contiene
un fragmento homologo a la regién rio arriba
(57) del gen ginll (blr4169). Gm'

Este trabajo

pK18mobSacB::g/nA1l

Vector derivado del pK18mobSacB
conteniendo fragmento truncado del gen
gInA1 (blr4949). Km"

Este trabajo
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Tabla II.2 Continuacién

Vector derivado del pK18mobSacB
pFLO612 conteniendo fragmento truncado del gen Este trabajo
gInK1 (blr0612). Km'

Vector derivado del pK18mobSacB
pFLO606 conteniendo un fragmento truncado del gen Este trabajo
g/nk2 (blr0606). Km"

Vector derivado del pK18mobSacB
PFL4948 conteniendo un fragmento truncado del gen Este trabajo
ginB (blr4948). Km'

Vector derivado del pK18mobSacB
pFL4949 conteniendo un fragmento truncado del gen Este trabajo
g/nA1 (blr4949). Km'

Vector derivado del pG18mob conteniendo
fragmentos flanqueantes al gen g/nA2
(blr4835) separados por el omegdn Str/Sp.
Gm', Str', Sp”

pFL4835 Este trabajo

Vector derivado del pK18mobSacB
pFL1069 conteniendo un fragmento truncado del gen Este trabajo
ginA3 (bll1069). Km'

Vector derivado del pG18mob que contiene
fragmentos flanqueantes al gen ginll

PFLA169 (blr4169) interrumpidos por un cassette Km. Este trabajo
Gm", Km'
Vector derivado del pK18mobSacB
pFLO916 conteniendo fragmento truncado del gen Este trabajo

g/nD (bll0916). Km"

11.1.2 Cebadores utilizados

Las secuencias nucleotidicas que se muestran en la Tabla 1.3.1 pertenecen a los
cebadores utilizados para la amplificacion de los fragmentos involucrados en los
distintos pasos de las estrategias de mutagénesis y para la confirmacién de las cepas
mutantes. Aquellas secuencias resaltadas en negrita corresponden a las secuencias
sintéticas disefiadas para realizar la estrategia de clonado descripta por Sukdeo y Charles
(2003).

Por su parte, aquellos cebadores utilizados para llevar a cabo los ensayos de gRT-PCR se

detallan en la Tabla 11.3.2.
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Tabla I1.3.1 Cebadores utilizados para la construccién y el chequeo de cepas mutantes

Cebadores para construccion de cepas mutantes

Denominacion Secuenciab’a 3’ Ref.
glnll 5°FW AAAAGAATTCCAGAATCAGGCGTTTTCCGC La;i'_f’a'
glnll 5'RV AAAAGGTACCGCTTCAGCACGCAATCAGAG La;i'_f’a'
glnll 3°FW AAAACTGCAGCCGAGCTGAAAGGCTCCGGC Lagi';a'
, AAAAAAGCTTGCGCGGTAGTTCGGATCGGGATCGG | Lamelza,

ginll 3'RV

G 2013

Este

gInAL Fw GAAATAAGGCTGCTTCGGCG .
trabajo

Este

gInA1 Rv CCTCAATCCCCAGAAGGCAC .
trabajo

gInA2 5'Fw GAATTCTCAATGTCTGCCGTTCTCGG Este
trabajo

azsRy | GCCGTCGACGGATCCGAGGCAACGGCAGTCAGCTTT | Este
g GATGT trabajo

, TGCCTCGGATCCGTCGACGGCGAATCTCTACGACCT Este

gInA2 3'Fw .
CCCGC trabajo

glnA2 3'Rv AAGCTTAGGGTCCCGATGATCTAGCA Este
trabajo

, Este

glnA3 5'Fw CGACAAGGCAATCGTGCAAT .
trabajo

InA3 5'Ry GCCGTCGACGGATCCGAGGCAGTCACTGCTATTGCT | Este
g CCCCG trabajo

A33Fw | TOCCTCGGATCCGTCGACGGCCGAGATGTTCTGACA | Este
g ccecT trabajo

gInA3 3'Rv CCTGCTGGTTCGAATTGGTTG Este
trabajo

glnK1 5'Fw CTGCAGAAGGGGTCGAATGGGGATTG Este
trabajo

— GCCGTCGACGGATCCGAGGCACGGATTATGAAAGC Este
g GGGGG trabajo

— TGCCTCGGATCCGTCGACGGCTCGTCATCAACCTCG Este
g ACCAT trabajo

glnk1 3'Rv GCATGCCGCAGACGGTGTAGAAGACC Este
trabajo

gInk2 5 Fw CTGCAGCGGTCCACACCAGCGTATC Este
trabajo

o sRy | GCCGTCGACGGATCCGAGGCAATGGTCAGGCCTATT | Este
g CCCCG trabajo
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Tabla I1.3.1 Continuaciéon

, TGCCTCGGATCCGTCGACGGCCGCAATTTCTATGCTG Este

gInkK2 3"Fw .
GGGG trabajo

gInkK2 3’Rv AAGCTTCAGATAAGCGGAGAACCGCA E“?
trabajo

ginB 5'Fw GCATGCCTTCCATGCCACTTCCCTGT Este‘
trabajo

InB 5’Rv GCCGTCGACGGATCCGAGGCACTTGAACGGCTTGAT Este
g GATGGCT trabajo

InB 3'Fw TGCCTCGGATCCGTCGACGGCGCTATCTGAGCCGGG Este
g TGCTA trabajo

glnB 3'Rv AAGCTTATCAGGCACATGTCGGACTC Este'
trabajo

gInD 5'Fw CTGCAGCGTCGTGTCACCTTGGTCAT E“?
trabajo

. GCCGTCGACGGATCCGAGGCACTTCAGCAGGATCGC Este

ginD 5'Rv .
CTGT trabajo

InD 3'Fw TGCCTCGGATCCGTCGACGGCCCTGACAGCGACGAC Este
g TTCAT trabajo

glnD 3'Rv AAGCTTTGTAGATCACCGAGCGATGC Este
trabajo

Cebadores de chequeo de las cepas mutantes

Denominacion Secuencia5’a 3’ Ref.

Este

Cheq_gInll_Fw CGAAAATTGCCGGACGTTGA .
trabajo

Este

Cheq_glnll_Rv GGTGGATCGAATAGAGGCCA .
trabajo

Check_gInA1_Fw GCTATCTGAGCCGGGTGCTA Este
trabajo

Check_gInA1_Rv AGAATGGCTTCGTCGTGTCC Este
trabajo

Check_gInA2_Fw CAGACTATCGGCGCTTGACA Este_
trabajo

Check_gInA2_Rv GTCGTCAAGATGAGCTGGGT Este
trabajo

Check_gInA3_Fw AAGAACAGCGGCAACGACTA Este
trabajo

Check_gInA3_Rv CGTCGTAGCAGTGATTGCG Este
trabajo

Check_gInK1_Fw GAGGTGGAACGAACCTTGGA Este
trabajo

Este

Check_gInK1_Rv CGAGGCTGTAGCCGTACAC .
trabajo
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Tabla I1.3.1 Continuaciéon

Check_gInk2_Fw TGCCAAAATCGACCGACAGT Este
trabajo
Check_gInk2_Rv GCCAGCGGAATGTAGACGAA Este
trabajo
Este
Check_gInB_Fw CTGCATTTCGGCGTTGGTC .
trabajo
Check_gInB_Rv CCGAGATTGCCGCCTTCATA Este
trabajo
Este
Check_gInD_Fw GGATTGTAGGTCGCCCAGTC .
trabajo
Este
Check_gInD_Rv ACCGTGGACATGGTCAGATG .
trabajo
Km Fw CATCGGGCTTCCCATACA Quelas,
2009
Km Rv AATCCGGTGAGAATGGCAA Quelas,
2009
Str/Sp ATTCAAAAGGTCATCCACCG Qzude(')ags'
M13 Fw (-40) GTTTTCCCAGTCACGAC Producto
comercial
M13 Rv (-40) CAGGAAACAGCTATGAC Producto
comercial
Cebadores para la sobreexpresion de genes
Denominacion Secuencia5’a 3’ Ref.
C_gInk1_FW AAACTCGAGCTGTGCCCGCGTAGTGAAAC trisg:jo
C_gInk1_Rv AAATCTAGAGCCATAGGGACGCTTGAACG trit:jo
Exp_gnll_Fw AAACATATGACCAAGTATAAGCTCGAGTAC trit:jo
Exp_gInll_Rv AAAGTCGACGGCGACCGCCTTCTTC Este
trabajo

49




Capitulo Il

Tesis Doctoral Florencia Lamelza

Tabla I1.3.2 Cebadores utilizados para llevar a cabo qRT-PCR

Denominacion Secuencia Ref.
ginll_RT_Fw GACGGATATACGCCGACTCC Este trabajo
ginll_RT_Rv GCTTCAGCACGCAATCAGAG Este trabajo

gInAl_RT_Fw TGCTCATCTGGAAACCGACC Este trabajo

glnA1_RT_Rv ACATCGTCCCTTCGGCAAAT Este trabajo
glnA2_RT_Fw AACCTGGCTCGACTACAAGC Este trabajo
glnA2_RT_Rv GGTCCCGATGATCTAGCAGC Este trabajo
gInA3_RT_Fw TCCCTATCTCTACATGGCCT Este trabajo
gInA3_RT_Rv GTAGTAGTCGACGAACTCCG Este trabajo
glnA4_RT_Fw CCAGTGATGTCTTTGGAGAA Este trabajo
glnA4_RT_Rv CAAAGTATCTCCGACGTTCA Este trabajo
gInK1_RT_Fw TCACGGTGACGGAAGTCAAG Este trabajo
glnK1_RT_Rv ATCTTGGGCAGGAAGCTCAC Este trabajo
gInK2_RT_Fw CCTTCAAGCTCGATGAGGTCC Este trabajo
gInK2_RT_Rv CCATAACCCTTTACCTCGGTCAC Este trabajo
glnB_RT_Fw AGGGACACGCCGAGCTTTAC Este trabajo
gInB_RT_Rv TCGCCTCTTCGATGTTGGAGAC Este trabajo
amtB1_RT_Fw GACAGTCCTCGTGCTGTTGA Este trabajo
amtB1_RT_Rv GCATGTTCTTGGAACGGACG Este trabajo
amtB2_RT_Fw TACCAGATGACGTTTGCG Este trabajo
amtB2_RT_Rv GACCGAGAACAGCAGATAAG Este trabajo
sigA Fw CTGATCCAGGAAGGCAACATC Jin, ;g'g'a”'
sigA Rv TGGCGTAGGTCGAGAACTTGT Jin, ;'Oi';‘;'a”'
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11.2 Procedimientos microbioldgicos

11.2.1 Medios de cultivo
-LB

Los cultivos de las cepas de E. coli se realizaron en el medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook,
1989) cuya composicion es la siguiente: triptona 10 g.I'%, extracto de levadura 5 g.I,
NaCl 5 g.I', glucosa 1 g.I"t. Para obtener el medio sélido se agregaron 15 g.I'* de agar.
Para obtener el medio sélido se agregaron 15 g.I"! de agar. La esterilizacion se realizé
durante 20 minutos a 121 °C con vapor de agua en autoclave.

Cuando fue necesario se agregd X-gal (5-bromo-4cloro-3-indoil-B-galactopirandsido) a

una concentracién de 40 pg.ml™.,

-YEM

Los cultivos sélidos de B. diazoefficiens se llevaron a cabo en medio extracto de levadura-
manitol (YEM) (Vincent, 1970), cuya composicion se detalla a continuacion: extracto de
levadura 0,4 g.I'Y, manitol 10 g.I'%, NaCl 0,1 g.I"}, MgS04.7H,0 0,2 g.I"}, K2HPO4 0,5 g.I"%. El
medio YEM agarizado se preparé adicionando agar 15 g.I"t y rojo congo 0,25 % p/v. La

esterilizacidn se realizé durante 20 minutos a 121 °C con vapor de agua en autoclave.

-PSY - ara

Para realizar los ensayos de conjugacién entre B. diazoefficiens USDA 110y E. coli S17-1
se utilizé el medio PSY-ara (modificado de Regensburguer y Hennecke, 1983) cuya
composicién es la siguiente: L- arabinosa 1 g.I"!, peptona 1 g.I', extracto de levadura 1
g.I't, KH2PO4 0,3 g.I', Na;HPO4 0,3 g.I%, sales (MgS04.7H,0 10 mg.It, CaCl, 5 mg.I?,
FeCl3CuS04.5H20 1,66 mg.I"), micronutrientes (H3BO3 10 mg.I"%, ZnS04.2H,0 1,46 mg.I!
CuS04.5H,0 0,5 mg.I't MnCl,.4H,0 0,24 mg.I't NazMo004.2H,0 0.1 mg.l"!) y vitaminas
(Biotina 1 mg.I"}, Pantotenato de sodio 1 mgl?, Clorhidrato de tiamina 1 mg.I™%).

Se prepard primero el medio base con las cantidades indicadas anteriormente de los
siguientes compuestos: Na2HPO4, KH2PO4, L-arabinosa y extracto de levadura. El

mismo se llevd a pH 7 y se esterilizé durante 20 minutos a 121 °C con vapor de agua en
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autoclave. En forma independiente se prepararon soluciones stock de (1.000 X)
MgS04.7H,0 y CaCl,.2H;0 y se esterilizaron durante 20 minutos a 121 °C con vapor de
agua en autoclave. Las soluciones stock de micronutrientes (1.000 X), el
FeCl3CuS04.5H,0 (100 X) y la mezcla de vitaminas (1.000 X) se esterilizaron por filtracién
con filtros Millipore de 0,22 um. Una vez preparado y esterilizado el medio base se le
adicionaron, a partir de las soluciones stock estériles, los siguientes compuestos:

MgS04.7H,0, CaCl,.2H,0, FeClsCuS04.5H,0, micronutrientes y vitaminas.

-Evans y medios derivados

Los cultivos de B. diazoefficiens en medios liquidos se llevaron a cabo utilizando el medio
de Evans (Evans, 1970) que estd formulado para tener una relacion C/N balanceada
(C/N=14).

La composicidn base del medio de Evans es la siguiente: manitol 10 g.IY, NH4Cl 1,07 g.I
1, NaH2P04.2H,0 1,56 g.I"%, KCI 0,745 g.I'Y, Na2S04 0,275 g.I't, MgCl,.6H,0 0,25 g.I'%, acido
citrico 0,42 g.I' y micronutrientes. Los micronutrientes utilizados poseen una
composicién de CaCl,.2H,0 0.588 g.I't, Zn0 0,412 g.I'%, FeCl5.6H20 5,4 g.I't, MnCl,.4H,0
2 g.I't, CuS04.4H,0 0,172 g.I", CoCl,.6H20 0,452 g.I'}, H3BO3 0,054 g.I'Y, NaMo004.2H,0
0,004 g.I', HCI 8 ml. Los micronutrientes fueron esterilizados por filtracion (Millipore de
0,22 um). Una vez adicionado al medio se llevé a pH 6,9 con un pHmetro debidamente
calibrado y la esterilizacion del mismo se realizé durante 20 minutos a 121 °C con vapor
de agua en autoclave.

La mezcla de vitaminas (biotina 20 pg.I", tiamina-HCI 20 pg.I%, riboflavina 20 pg.I%, dcido
p-aminobenzoico 20 pg.I?, piridoxina 20 pg.l?) fue esterilizada por filtracion con
membrana (filtros Millipore de 0,22 um) y luego agregadas al resto del medio estéril,
una vez enfriado.

Para evaluar diferentes condiciones de cultivo se prepararon variantes de este medio
modificando las cantidades de las fuentes de Cy N. Es importante destacar que a lo largo
de este trabajo nos referiremos a la relacién C/N como los g totales de C aportados por
la fuente de C en relacion a los g de N aportados por la fuente nitrogenada para un litro

de cultivo. Las variantes del medio Evans utilizados se detallan a continuacion:
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Evans Bajo C: manitol 1 g.I"y NH4Cl 1,07 g.I'* con una relacién C/N=1,4.
Evans Bajo N: manitol 12 g.I"' y NH4Cl 0,0054 g.I'* con una relacién C/N=3.333.
Evans NG: manitol 5 g.I"%, glutamato de sodio 0,4 g.I"ty NH4Cl con una relacién C/N=6,8.

Evans Glutamato: manitol 5 g.I"' y glutamato de sodio 0,4 g.I"! con una relaciéon C/N=70.

Evans NH4*: manitol 5 g.I"}, NH4Cl 0,107 g.I"* con una relacién C/N=70.

Durante la seleccidon de los medios anteriormente nombrados también se probaron las
siguientes variantes:

Evans1,4: manitol 5 g.I''y NH4Cl 5,38 g.I'* (C/N=1,4)

Evans2: manitol 2 g.I'y NH4Cl 1,53 g.I"* (C/N=2)

Evans50: manitol 2 g.I't y NH4Cl 0,061 g.I"* (C/N=50)

Evans100: manitol 2 g.I"'y NH4Cl 0,03 g.I"t (C/N=100)

Evans200: manitol 5 g.I" y NH4Cl 0,038 g.I"* (C/N=200)

Evans660: manitol 5 g.I"'y NH4Cl 0,011 g.I"t (C/N=660)

11.2.2 Condiciones de cultivo

11.2.2 a Cultivo de cepas de B. diazoefficiens

Los cultivos sélidos se iniciaron a partir de las reservas mantenidas a 4 °C o bien a partir
de cultivos guardados en glicerol a -20 °C. Los mismos se crecieron en el medio YEM
sélido a 28 °C hasta observar crecimiento. En ese momento se tomd masa bacteriana
con ansa en anillo y se inocularon en el medio YEM, PSY-ara o Evans segun el
experimento a ensayar. Los cultivos se crecieron con agitacion rotatoria a 180 rpm hasta
gue estuvieran en fase estacionaria. Luego, los cultivos se diluyeron 1:100 en el medio
fresco y su crecimiento se continud durante 2-3 dias, con el fin de que todas las células
alcancen la fase de crecimiento exponencial. A partir de este cultivo iniciador se
inocularon los medios a ser estudiados de manera de obtener una DOsqo inicial de 0,02-
0,03 y se continud su cultivo en las condiciones descriptas previamente hasta la fase de

crecimiento deseada.
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11.2.2 b Cultivos de E. coli

En los casos que fue necesario cultivar cepas de E. coli, las mismas fueron crecidas a 37
C en el medio LB. Los cultivos sdlidos se obtuvieron a partir de repiques en LB sélido de
las reservas mantenidas a 4 °C o bien a partir de cultivos guardados en glicerol a -20 °C.
Los inéculos utilizados para los distintos ensayos se hicieron crecer en medio LB liquido

a 37 °C suplementados con el antibiético correspondiente cuando fue necesario.

11.2.3 Soluciones para el cultivo hidropdnico de plantas

Para los ensayos con plantas se utilizé la solucién de Fahraeus modificada libre de
nitrégeno (Lodeiro et al., 2000), la misma contiene: CaCl,.2H>0 0,11 g.I'Y; MgS04.7H,0
0,12 g.I'Y; K3HPO4 0,20 g.I'Y; KH2PO4 0,17 g.I"1; NaCl 0,06 g.I'; citrato férrico 0,005 g.I' y
los siguientes micronutrientes: KCI 3,73 mg.I"}; H3BO3 1,55 mg.l}; MnSO4 H20 0,85 mg.I
1, CuS04.5H,0 0,13 mg.I"}; ZnS04.7H,0 0,58 mg.It; (NH4)6M07024.4H,0 18 mg.I'; pH 7.
Las soluciones de fosfatos, cloruro de sodio, citrato férrico y micronutrientes se
esterilizaron en autoclave por 20 minutos a 121 °C. Una vez enfriada se le agregaron las

sales de calcio y magnesio previamente esterilizadas en autoclave.

11.2.4 Antibioticos utilizados

Los antibidticos se prepararon en agua bidestilada (exceptuando la espectinomicina y
cloranfenicol) a una concentracién 1.000 X y se esterilizaron por filtracion por
membrana (filtros Millipore de 0,22 um). La espectinomicina se preparé en metanoly la
solucién de cloranfenicol se disolvié en etanol. Las concentraciones finales en los medios

de cultivo fueron:

-Para E. coli: kanamicina sulfato (Km) 25 pg ml?, ampicilina (Amp) 200 pg.ml?,
estreptomicina (Str) 100 pg.ml?, espectinomicina (Sp) 100 pug.ml?, tetraciclina (Tc) 10

pg.mlty gentamicina (Gm) 10 pg.ml?.

-Para B. diazoefficiens: cloranfenicol (Cm) 20 pg.ml%, Km 150 pg.ml?, Str 400 pg.ml?, Sp
200 pg.mlly Gm 100 pg.ml2.
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11.2.5 Cinéticas de crecimiento

Para los estudios de cinéticas de crecimiento de las cepas de B. diazoefficiens se
utilizaron Erlenmeyers de 250 ml de capacidad con 75 ml de medio de cultivo. Los
cultivos iniciadores utilizados se prepararon como se describe en el inciso 11.2.2 a. A
partir del indculo inicial, se hizo una dilucién 1:100 en el mismo medio y se lo dejé crecer
hasta alcanzar su fase exponencial (2-3 dias). Una alicuota de dicho cultivo se centrifugd
a 16.000 x g durante 5 minutos y se lavo. Para ello se retird el sobrenadante y el pellet
bacteriano se resuspendié en el mismo volumen de medio fresco. El medio fresco
utilizado varid seguin el medio en el cual se inocularia dicha alicuota. A partir de este
cultivo iniciador se inocularon los medios a ser estudiados (Evans y medios derivados de
Evans) de manera de obtener una DOsqp inicial de 0,02-0,03 y se continué su cultivo a 28
°Cy 180 rpm durante un tiempo que durd entre 11 y 14 dias.

Cuando fue necesario realizar pruebas preliminares de cinéticas de crecimiento se
utilizaron frascos de penicilina de 120 ml con una capacidad de 35 ml. Las condiciones
iniciales y de cultivo fueron las mismas que las descriptas anteriormente en este inciso

con la diferencia de que el tiempo de evaluacion se redujo a 7 dias.

11.2.6 Estimacion de la biomasa y recuento en placa

La biomasa total se estimd por lecturas de Absorbancia (Abs) a la longitud de onda
indicada, 500 nm para B. diazoefficiens y a 600 nm para E. coli. El nUmero de células
viables se estimé por recuento en placa de las unidades formadoras de colonias por ml
(UFC.mI?) crecidas sobre el medio YEM. Los recuentos se realizaron por el método de la
gota (Hoben et al., 1982), en el cual se colocan gotas de 5 pl, en las que se puede contar
entre 3 y 30 UFC. Se colocaron de 10 a 15 gotas por dilucién y se realizaron 2 o 3
diluciones por placa. Los recuentos se realizaron por triplicado. Las placas se incubaron

a 28 °Cy las colonias fueron visibles a partir de los 5 dias.

11.2.7 Conservacion de cepas bacterianas

Para su conservaciéon a largo plazo las cepas fueron cultivadas en el medio

correspondiente (LB para E. coli y YEM para B. diazoefficiens) hasta fase logaritmica
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tardia. La preservacion se realizd por congelamiento de alicuotas de dichos cultivos
suplementados con glicerol estéril hasta alcanzarse concentraciones del 50 % v/v o del

25 % v/v para almacenarlas a -20 °C o0 -80°C, respectivamente.

11.2.8 Preparacion de células electrocompetentes

Para obtener bacterias electrocompetentes se siguié la técnica de Tung y Chow (1995)
con leves modificaciones. Se inocularon 300 ml de medio LB sin NaCl con 1 ml de un
cultivo de la cepa E. coli DH5a crecida hasta fase estacionaria. Este cultivo fue incubado
a 37 °C y agitado a 180 rpm hasta que se alcanzé una densidad dptica a 600 nm de
aproximadamente 0,6 unidades. En ese momento se procedidé al enfriamiento del
cultivo en agua-hielo durante 30 minutos. Luego, las células se centrifugaron durante 15
minutos a 4.000 x g y a 4 °C. Posteriormente se lavé cuidadosamente los pellets con 50
ml de glicerol 10 % frio. Este procedimiento se realizd dos veces y finalmente las
bacterias se resuspendieron suavemente en glicerol al 10 % frio y se fraccionaron en
alicuotas de 100 pl, que se conservaron a -80 °C.

Para obtener bacterias electrocompetentes de las cepas E. coli Top10, S17-1 o BL21 DE3

se procedié de la misma manera.

11.2.9 Transformacion de células electrocompetentes de E. coli

Los vectores plasmidicos construidos en este trabajo se introdujeron en células
electrocompetentes de E. coli DH5a, Topl0 o BL21 DE3 mediante la técnica de
electrotransformacion. Para este procedimiento se utilizé un equipo Gene Pulser (Bio-
Rad) y cubetas comerciales de 0,2 cm de ancho (GenePulserCuvette Bio-Rad), bajo las
condiciones recomendadas por el fabricante (25 pF, 200 Q, 2,5 kV). Inmediatamente
después de la electrotransformacidn, se adiciond a las células 800 pl de medio LB fresco,
y la mezcla se incubd 1 hora a 37 °C para permitir la expresion de la informacién genética
contenida en el plasmido introducido. Pasado este tiempo, se sembraron las bacterias
en medio LB sélido selectivo con el antibidtico para el cual el vector que introdujimos
tiene un gen de resistencia. En los casos en que fue posible, también se adiciond al

medio 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-galactdsido (X-gal) con el fin de facilitar la seleccién
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de transformantes por a-complementacion. Las placas se incubaron el tiempo necesario

en estufa a 37 °C.

11.2.10 Métodos de conjugacion: Conjugacion biparental

La conjugacién biparental se llevd a cabo entre la bacteria donora E. coli S17-1 que posee
el plasmido correspondiente y la bacteria receptora B. diazoefficiens USDA 110,
siguiendo la técnica de Simon (Simon et al., 1989) con algunas modificaciones segun se
indica a continuacion. En primer lugar, se preparé un cultivo liquido de B. diazoefficiens
USDA 110 en el medio PSY-ara y se dejoé en crecimiento durante 2 dias a 28 °C y en
agitacion a 180 rpm. El dia anterior a realizar la conjugacidn se preparard un cultivo de
la cepa donora de E. coli S17-1, portadora del pldsmido de interés, en medio LB liquido
con los antibidticos correspondientes y se la crecié a 37 °C en agitaciéon a 180 rpm
durante una noche hasta saturacion. Al dia siguiente se realizd una dilucién de la cepa
de E. coli en medio LB fresco sin antibidtico, y se la crecid en las condiciones
anteriormente mencionadas hasta alcanzar su fase exponencial de crecimiento.
Cuando los cultivos de las dos cepas se encontraron en fase logaritmica, se mezclaron
800 ul del cultivo de la cepa receptora con 600 pl de la cepa donora. Se mezcld
suavemente y se centrifugd a 660 x g durante ocho minutos. Luego, el pellet se
resuspendié en 100 ul de sobrenadante y se sembro en gota en el medio sélido PSY-ara
sin antibidtico. A su vez, se realizaron controles de cada cepa por separado para
descartar la hipdtesis de que el crecimiento de colonias se debiera a mutaciones
espontaneas. Para ello, se centrifugaron 800ul de cada cultivo de manera independiente
a 660 x g durante 8 minutos, se resuspendi6 el pellet en 100 pl de sobrenadante y se
procedid de igual manera que con las conjugaciones.

Todas las placas se dejaron de 2-3 dias a 28 °C en oscuridad para incrementar la masa
celular. Una vez pasado ese tiempo se recolectd con un ansa la masa bacteriana y se
resuspendié la misma en 800 ul medio PSY-ara. De este resuspendido se sembraron 100
ul directos, 100 pl centrifugados y 100 ul de una dilucion 1/10, en medio YEM
suplementado con el antibidtico correspondiente cuya resistencia esta codificada en el
plasmido entonces se selecciona las bacterias que poseen el plasmido) y Cloranfenicol

(para prevenir contaminaciones ya que B. diazoefficiens USDA 110 es resistente a este
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antibidtico). Se dejaron crecer las placas con las bacterias transconjugantes y con los

controles durante 15 dias a 28 °C.

11.3 Técnicas de biologia molecular

11.3.1 Preparacion de ADN plasmidico en pequefia escala ("minipreparacion”)

Los plasmidos de E. coli fueron preparados por la técnica de lisis alcalina descripta por
Maniatis et al. (1982), con algunas modificaciones. En principio, la cepa de E. coli con el
pldsmido a purificar se cultivé en medio sdélido LB con el antibidtico correspondiente.
Luego, se recogidé masa bacteriana en una punta de pipeta y se resuspendié en 200 pl
de solucién | (50 mM glucosa, 25 mM Tris-Cl pH 8 y 10 mM EDTA pH 8), utilizando
mezclado con vortex. Se agregaron 200 pl de solucién 1l (0,2 N NaOH y 1 % p/v SDS
preparada al momento de ser utilizada) y se mezclé suavemente por inversién. A
continuacion, se adicionaron 200 pl de solucién 11l (60 ml acetato de potasio 5 M; 11,5
ml acido acético glacial y 28,5 ml de H,0), agitando vigorosamente. La mezcla se
centrifugd durante 8 minutos a 16.000 x g. Se tomo cuidadosamente el sobrenadante,
evitando el precipitado y las particulas en suspension, y se lo colocdé en un tubo
eppendorf nuevo. Se siguid con el procedimiento de Silica-CleanUp para la obtencién
del plasmido (Boyle et al. 1995): se agregaron 10 pl de suspension de silica (o el volumen
correspondiente considerando que se unen aproximadamente 200 ng de ADN por ul de
suspensidn) y se mezcld bien por agitacion en vortex. Se sedimentd la silica por
centrifugacién durante 10 segundos a 16.000 x g. Se realizaron tres lavados con 500 pl
de solucion de lavado para silica (NaCl 50 mM, Tris 10 mM pH 7,5; EDTA 2,5 mM y etanol
50 %), resuspendiendo mediante vortex, centrifugando en microcentrifugay eliminando
el sobrenadante en cada lavado. Después del ultimo lavado se centrifugd nuevamente
para eliminar cualquier residuo de la solucidn de lavado y se dejo secar la silica al aire
para que evaporar el etanol residual. Una vez seca se adiciond un volumen adecuado de
agua bidestilada estéril (25 a 50 ul, segun la concentracion final deseada) y se calenté a
60 °C durante 5 minutos. Se centrifugd durante 2 minutos a 16.000 x g en
microcentrifuga y finalmente se tomd el sobrenadante conteniendo el ADN plasmidico,

gue se colocd en un nuevo tubo para su conservacion a -20 °C.
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La suspensidon de silica se prepard resuspendiendo 2 g de silica en 15 ml de agua
bidestilada estéril y lavando mediante centrifugados sucesivos durante 2 minutos a
2.000 x g. Finalmente se estima el volumen de silica por pesada y resuspende en dos
volumenes de agua bidestilada estéril.

En los casos en los que fue necesaria una mayor pureza del ADN plasmidico se utilizé kit
comercial Bioneer Accupep “Plasmid Mini Extraction” siguiendo las instrucciones del

fabricante.

111.3.2 Obtencion de ADN molde para amplificaciones especificas sobre ADN
genomico
Los ADN moldes para las amplificaciones por PCR fueron obtenidos utilizando alguna

de las siguientes metodologias:

al. Obtencion de ADN por lisis bacteriana: las células provenientes de cultivos sélidos
fueron resupendidas en 100 ul de agua bidestilada estéril. La suspensién fue hervida por
15 minutos y centrifugada a 16.000 x g por 10 minutos, y 1 ul de los sobrenadantes

fueron usados como ADN molde.

a2. Obtencion de ADN mediante resinas: A partir de una estria bien aislada del cultivo
bacteriano, se recogidé masa bacteriana en una punta de pipeta y se la resuspendié en
500 pl de NaCl 1 M. Se vorted y se incubd durante 15 minutos a 4 °C. Se centrifugd
durante 5 minutos a 16.000 x gy se lavo el pellet obtenido con 500 ul de agua bidestilada
estéril. Nuevamente se vorted y centrifugd durante 5 minutos a 16.000 x g. Luego se
siguio con el protocolo empleando una resina de calidad para biologia molecular que
tiene la capacidad de unir ADN (Walsh et al., 1991). Para ello se agregaron 300 pl de
resina Chelex-100 (Bio-Rad) de concentracion 6 % p/v en agitacidn y se mezclé mediante
movimientos vigorosos con los dedos. Se incubd durante 20 minutos a 56 °C, se vorted
y luego volvid a incubarse pero durante 8 minutos a 99 °C. Finalmente se vorted y se
conservé a 4 °C, temperatura a la que se ha verificado que estos moldes pueden

almacenarse con éxito durante largos periodos de tiempo.
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11.3.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en un ciclador térmico iCycler (BioRad) o
en un ciclador Biometra Tone (Analytik jena, Alemania). La composicién de las mezclas
de reaccién fue: 3 mM MgCl,, 200 uM dNTP’S, 2 U de Taq polimerasa, buffer de reaccién
10X y 10 uM de cada uno de los cebadores, completando con agua un volumen final de
mezcla de reaccion, para todos los casos de 10 pl. También se adicioné dimetilsulféxido
(DMSO) en concentracidn final 10 %. Los cebadores empleados se encuentran listados
en la Tabla 11.3.1 y fueron sintetizados por encargo en Operon Comp. (EEUU) o
Invitrogen - Thermo Fisher Scientific (EEUU).

El ciclado se hizo siguiendo el esquema bdsico de una desnaturalizacidn inicial: 35 ciclos
de desnaturalizaciéon, hibridacién y elongacién; y por ultimo, una elongacién final. En
todos los casos, la desnaturalizacion se realizé a 94 °C y la elongacién a 72 °C
(temperatura dptima de elongacién de la Taqg polimerasa). Dependiendo del juego de
cebadores utilizado, se fijé la temperatura de hibridacién y los tiempos se determinaron
en funcién del tamafo del fragmento que se quiso amplificar en cada caso, tal como se
describe en las secciones correspondientes.

Cuando fue necesario obtener fragmentos con extremos romos se utilizé la enzima PFU
polimerasa. La composicién de las mezclas en estos casos fue: buffer de reaccién 10X (2
ul) (conteniendo 20 mM de Mg*?), dNTPs con una concentracién de 2 mM (2 ul), DMSO
en concentracion final de 10 % (1 pl), 1U de la ADN polimerasa PFU (0,5 ul), 10 uM de
cada uno de los cebadores (2,5 pl), 2 ul de ADN molde y agua hasta completar los 20 pl
finales de reaccién.

Al finalizar las reacciones de PCR, 10 ul de cada uno de los productos fueron separados
por electroforesis en gel de agarosa conteniendo 0,5-1,0 ug/ml de bromuro de etidio. El

perfil de bandas obtenido fue fotografiado bajo iluminacién ultravioleta.

60



Capitulo Il Tesis Doctoral Florencia Lamelza

11.3.4 Electroforesis de ADN

11.3.4.a Separacion e identificacion de fragmentos de restriccion o de amplificacion
por PCR mediante electroforesis en geles de agarosa

La separacidn de fragmentos de ADN se llevd a cabo mediante electroforesis horizontal
en geles de agarosa empleando TBE (Tris 89 mM, EDTA 2,5 mM, H3BO3 89 mM, pH 8,2)
como buffer de corrida. Segun el tamafio del fragmento que se esperaba observar se
utilizé una concentracion de agarosa adecuada disuelta en buffer Tris-bérico-EDTA (TBE,
Tris 89 mM, EDTANa; 2,5 mM, H3BOs3 8 mM, pH 8,2). Para visualizar fragmentos de
entre 100pb y 1000pb se utilizd una concentracién de agarosa de 1,5 % y para
fragmentos de entre 1000pb y 2000pb una concentracién de 1 %. En aquellos casos
donde fue necesario evaluar productos de mayor peso molecular como por ejemplo
ADN plasmidico se utilizd agarosa al 0,8 %. Las muestras se mezclaron para su siembra
con una solucién de carga que contiene sacarosa 40 % p/v y azul de bromofenol 0,25 %

p/v en concentracidn 6X.

11.3.4.b Revelado de los geles y fotografia

El agregado de 0,5 pg/ml de bromuro de etidio a los geles de agarosa permite la
visualizacidén de los fragmentos de ADN por transiluminacidn con luz ultravioleta de A =
260 nm.

El registro de los resultados se realizd mediante fotografia de los geles con una cdmara

digital Kodak modelo DC 120 (software-EDAS-Kodak) bajo iluminacién ultravioleta.

11.3.4.c Estimacion de los pesos moleculares de fragmentos por electroforesis en
gel de agarosa

El tamafio de los fragmentos de restriccion fue determinado utilizando como patrén de
peso molecular el marcador Lambda DNA/Hindlll y el marcador 100 bp DNA Ladder. El
primer se obtiene a partir de ADN del fago A que es digerido con Hindlll hasta generar
bandas entre 0.125 kb y 23 kb, aptas para ser utilizadas como marcadores de peso

molecular en geles de agarosa. Este marcador se compone de 8 fragmentos de ADN
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individuales purificados (en pares de bases): 23130*, 9416, 6557, 4361*, 2322, 2027,
564 y 125 (Figura Il.1-A).

El marcador Ladder 100 plus, en cambio, se obtiene a partir de plasmidos de ADN
digeridos completamente con enzimas de restriccion hasta generar bandas entre 100 bp
y 1 kb. Se compone de 10 fragmentos individuales purificados por cromatografia (en
pares de bases):1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 y 100. El fragmento de 500
bp presenta una intensidad superior y se comporta como banda de referencia (Figura

I1.1- B).
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Figura II.1 Marcadores de peso molecular A) Lambda AindIll corrido en un gel de agarosa al 1 %,
B) Ladder 100 pb plus corrido en un gel de 1,7 %, C) Ladder 50 pb plus en un gel de agarosa 2 %.

El marcador Ladder 50pb plus por otra parte muestra fragmentos de entre 50 pb y 1000
pb. En particular, se pueden observar 12 fragmentos de ADN doble cadena de 50 pb a
500 pb con incrementos discretos de 50 pb, y dos bandas adicionales de 750 pb y 1000
pb (Figura Il.1- C).

11.3.4.d Extraccion de fragmentos de ADN de geles de agarosa

En algunas ocasiones se obtuvieron los fragmentos de interés a partir de los geles de
agarosa. Los fragmentos extraidos preferentemente no deben ser expuestos a luz

ultravioleta para evitar cualquier tipo de dafio en el ADN que queremos utilizar. Luego
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de cortar la banda del gel con el fragmento que se deseaba se lo colocé en un eppendorf
de 1,5 ml. La purificacion se realizé con el kit comercial Bioneer Accuprep “Gel

Purification kit”

11.3.5 Extraccion de ARN total

La extraccion de ARN total de B. diazoefficiens USDA 110 se realizd a partir de cultivos
en fase exponencial temprana (2 dias de cultivo) o tardia (5 dias de cultivo) los que
fueron centrifugados a 14.000 x g durante 30 minutos a 4 °C. Posteriormente, los
precipitados se resuspendieron en buffer TE pH 8 en presencia de lisozima (SIGMA) y las
muestras se incubaron a 37 °C durante 30 minutos para ayudar a la lisis bacteriana.
Luego se agregd 1 ml de Trizol (Invitrogen) y se mezcld por inversién y se incubé 5
minutos a temperatura ambiente. Se agregd 0,2 ml de cloroformo y luego de agitar
vigorosamente se incubd 2 minutos a temperatura ambiente. Para separar las fases se
centrifugé a 14.000 x g durante 20 minutos. Se recuperd la fase acuosa, se le agregd 0,5
ml de isopropanol frio y se dejé 20 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se
centrifugd a 14.000 x g durante 20 minutos y el pellet obtenido se lavé con etanol 75 %
y se dejé secar 20 minutos a temperatura ambiente.

El ARN se resuspendié en 20 pl de agua DEPC (dietilpirocarbonato) y se cuantificé por
medida de su absorbancia a 260 nm. Luego, se tratd cada muestra con ADNasa |
(Invitrogen) segun lo indica el fabricante para eliminar cualquier contaminacién de ADN
que existiese.

Se verificd la ausencia de ADN realizando una PCR previa a la retrotranscripcion con
cebadores especificos ginll_RT_Fw/gInll_RT_Rv que hibridan en el gen ginll (blr4169)
(Tabla 11.3.2). En aquellos casos donde el ARN a evaluar provenia de la cepa mutante
Aginll (que tiene delecionado el gen ginll) se utilizé un par alternativo de cebadores,
glnA1_RT_Fw/gInAl1_RT_Rv, que hibridan en una region interna del g/nA1 (blr4949)
(Tabla 11.3.2).

La muestra conteniendo ARN se conservo a -80 °C.
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11.3.6 Transcripcion Reversa

El ADN complementario (ADNc) se obtuvo a partir del ARN total utilizando la enzima M-
MLV (Invitrogen) y cebadores al azar (Invitrogen), segun el protocolo comercial, y se

conservo a -20 °C hasta el momento de ser utilizado como molde de PCR.

11.3.7 Reaccion en cadena de la polimerasa sobre ADNc

Para llevar a cabo los analisis de presencia o ausencia de transcriptos y para los analisis
de co-expresion se utilizd la técnica de PCR siguiendo los pasos descriptos en el inciso
1.3.3. En este caso, se utiliz6 como ADN molde el ADN complementario obtenido

mediante Transcripcidon Reversa y la enzima Taq polimerasa.

11.3.8 Cuantificacion relativa de transcriptos mediante real time PCR (qRT-PCR)

La expresién relativa de genes seleccionados se determiné mediante real time PCR
cuantitativa utilizando un equipo qTOWER 2.0 (Analytik jena, Alemania). Los cebadores
utilizados se detallan en la Tabla 11.3.2. Los mismos fueron disefiados para amplificar
fragmentos de entre 80 a 200 pb en regiones no homdlogas de los genes seleccionados.
Para la mezcla de reaccién se utilizé el reactivo iQ-SYBR green Supermix (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) siguiendo las especificaciones del fabricante. Los amplicones se
analizaron con el software qPCRsoft system (version 3.1 software). Los datos obtenidos
se procesaron utilizando el método AACt para calcular la expresidn de los genes de
interés en la cepa mutante relativo a la expresion de dichos genes en la cepa salvaje
considerando como control interno al gen sigA (bll7349) cuya transcripcidon ha sido
propuesta como constitutiva (Hauser et al., 2006). En aquellos casos donde se analizd la
expresion diferencial de genes en la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110 segun el
medio de cultivo en el que habia sido crecida también se utilizdé el método AACt y la
expresion de sigA como control interno.

Para el analisis de los resultados se consideraron como sobreexpresados aquellos genes

gue presentan un fold change mayor a 2, mientras que consideramos reprimidos

64



Capitulo Il Tesis Doctoral Florencia Lamelza

aquellos cuyo fold change sea menor a -2. El fold change se define como el rq (rq=2/42%)

cuando el rqg es mayor a1y es -1/rq cuando el rq es menor a 1.

11.3.9 Cuantificacion de ADN y ARN

Cuando fue necesario el ADN o ARN obtenido se cuantific6 mediante el uso de un

espectrofotémetro Spectrophotometer ND-100 (Nanodrop Technologies Inc.)

11.3.10 Tratamientos enzimdticos del ADN

Las digestiones con enzimas de restriccion (EcoRl, Kpnl, Hindlll, BamHI, Smal, Sphl, Pstl)
y las ligaciones de ADN (con T4 ligasa) se realizaron en las condiciones dptimas para cada
enzima, siguiendo las indicaciones de temperatura y buffer propuestas por el fabricante,
y las recomendaciones descriptas en Sambrook et al. (1989). Las reacciones se llevaron
a cabo habitualmente con 0,5-5,0 pug de ADN, 0,1 volumen del buffer 10 Xy 0,5-1 unidad
de la enzima a utilizar en un volumen final de 10-25 pl. Las mezclas de reaccidn fueron
incubadas a la temperatura dptima de las enzimas utilizadas por un periodo de tiempo
mayor que 4 horas en el caso de las enzimas de restriccion y 12 a 16 horas en el caso de
T4 ligasa (la ligacidon se incubd a 4 °C en heladera durante una noche). Luego de los
tratamientos con enzimas de restriccion se procedié a la inactivaciéon de las mismas
incubando la mezcla de reaccidn a la temperatura y tiempo correspondientes para cada

una de dichas enzimas segun las indicaciones del fabricante.

11.3.11 Secuenciacion de los fragmentos de ADN

El ADN fue secuenciado utilizando un analizador ABI3730XL, por encargo en Macrogen

Inc. (Corea del Sur).

11.3.12 Estrategia general para la obtencion de cepas mutantes limpias

La técnica que describiremos a continuacion fue descripta para su uso en rizobios por

Sukdeo y Charles (2003). Esta técnica permite delecionar un determinado gen de interés
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sin provocar cambios en el marco de lectura, lo que resulta esencial para el analisis de
genes que se encuentran formando parte de unidades transcripcionales.

Como podemos observar en la Figura I1.2 el primer paso de esta estrategia consiste en
diseiar cebadores especificos que hibriden por fuera del gen que deseamos delecionar:
un par de cebadores que amplifiquen la regién rio arriba de dicho gen (P1y P2) para
llevar a cabo una PCR que denominaremos PCR1, y un segundo par de cebadores que
amplifiquen la regidn rio abajo (P3 y P4) para realizar una segunda PCR, la PCR2. La
diferencia de esta estrategia consiste en adicionar al extremo 5 del cebador Reverse de
la PCR1 (P2) una secuencia sintética de 21 nucleétidos y en el extremo 5° del cebador
Forward de la PCR2 (P3) la secuencia sintética complementaria. A los cebadores P1y P4
también puede adicionarse sitios de corte para enzimas de restriccion que permitan

posteriormente un clonado direccionado.

Regién que se
desea delecionar

Fragmento con el
gen de interés
delecionado

Ligacion

l

pK18mobSacB::
PCR3

Km?

W :secuencia sintéticay complementariade 21 nt

i | :sitio de corte para enzima de restriccion

Figura Il.2 Esquema general de la estrategia de clonado utilizada para obtener la construccién que
permite delecionar un gen de interés sin modificar el marco de lectura.
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Una vez que se realizan las PCR1 y PCR2, los fragmentos obtenidos se utilizan en iguales
concentraciones como molde para llevar a cabo una tercera reaccion de PCR (PCR3)
utilizando los cebadores P1 y P4. Como consecuencia de esta PCR3 se obtiene un
fragmento final que posee el fragmento rio arriba del gen a delecionar unido por la
secuencia sintética a la region rio abajo del mismo. Lo mas importante es que la
presencia de la secuencia de 21nt permite mantener sin modificaciones el marco de
lectura. El fragmento amplificado mediante la PCR3 se clona (utilizando enzimas de
restriccion seleciondas especialmente para cada gen a delecionar) al vector
pK18mobSacB (Schafer et al., 1994), un pldsmido suicida en rizobios que contiene un
cassette de resistencia a Km.

Una vez obtenida y secuenciada la construccién del pK18mobSacB con el fragmento
amplificado por la PCR3, la misma se introduce por transformacion en una cepa E. coli
S17-1 (Simon et al., 1983) y se moviliza a B. diazoefficiens USDA 110 mediante una
conjugacién biparental como se describid previamente en los incisos 11.2.9 y 11.2.10. La
seleccion de transconjugantes se lleva a cabo en medio YEM suplementado con Km.
Aquellas colonias resistentes a Km provenientes del primer evento de recombinacién
contienen el vector pK18mobSacB, y por lo tanto, el gen sacB que codifica para la
levansucrasa una enzima que en presencia de sacarosa es capaz de generar un
compuesto toxico para las bacterias Gram-negativas. Debido a esto, los clones de
transconjugantes simples seleccionados por resistencia a Km se plaquean en cajas YEM
gue con 10% de sacarosa con el objetivo de inducir la pérdida del plasmido integrado, y
por ende del gen de interés, mediante una segunda recombinacién homéloga.
Aquellas colonias capaces de crecer en YEM-sacarosa 10% se repican en placas réplicas
YEM-Cm / YEM-Km. La cepa B. diazoefficiens USDA 110 es resistente a Cm por lo que las
colonias Kms-Cm" pueden ser el resultado de una doble recombinacion que haya
revertido el genotipo al de la cepa salvaje o de una segunda recombinacién que haya
delecionado el gen de interés. Es por esto la delecidn del gen de interés se corrobora

mediante una PCR con cebadores externos a los sitios de recombinacion.
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11.4 Técnicas utilizadas para el analisis de proteinas

I1.4.1 Obtencion de proteinas totales para inmunodeteccion

Para los ensayos de inmunodeteccidn las proteinas totales se obtuvieron a partir de
cultivos de B. diazoefficiens crecidos durante 5 dias a 28 Cy 180 rpm en el medio que se
deseaba evaluar (Evans o sus derivados). Para evaluar medios limitados en N (Evans
glutamato o Evans NH4*), la muestra se obtuvo a partir de 300 ml de cultivo. Mientras
que cuando se evaluaron condiciones de exceso de N (Evans o Evans NG) se obtuvo la
muestra a partir de 35 ml de cultivo.

En primer lugar, los cultivos se centrifugaron durante 20 minutos a 12.500 x g. Luego,
los pellets bacterianos se resuspendieron en buffer fosfato (PBS) de manera de obtener
resuspedidos con una DOsponm= 20-30. Esta DO fue puesta a punto en nuestro
laboratorio para permitir la correcta lisis bacteriana.

A 1 ml del resuspendido se le adiciond una mezcla de perlas de vidrio de 0,1 mm (450
mg) y de 0,5 mm (50 mg) y se lisé mecdnicamente utilizando un homogeneizador
Precellys 24 (Bertin Technologies) a 6.000 x g durante 20 segundos (este procedimiento
se realizé 3 veces sobre la misma muestra para asegurar la lisis bacteriana). Los lisados
se centrifugaron 5.000 x g durante 5 minutos en frio (4 °C) y se freezo el sobrenadante

para realizar ensayos posteriores.

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

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

volts.
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11.4.3 Tincidn de las proteinas

-Tincién Coomassie Blue R-250: para esta tincion el gel se incubé en solucién de tincién

(0,2 % Coomassie Blue R-250 disuelto en agua bidestilada, metanol, dcido acético
(45:45:10) por al menos 1 hora. Para la visualizacion de las bandas el gel se destifié en

una solucidn agua:metanol:acido acético en proporcién 50:40:10.

-Tincién Coomassie coloidal: en este caso las proteinas del gel se fijaron con una solucién

fijadora (30 % v/v de etanol y 2 % v/v de 4cido fosfdrico) durante toda la noche.
Posteriormente se realizaron 3 lavados durante 30 minutos con agua destilada. Se
agrego solucion de tincién (18 % v/v de metanol, 17 % p/v de (NH4)2SOsy 2 % v/v de
acido fosférico) y se dejé en agitacion durante 1 hora. Luego se agregd 0,5 g.I*t
Coomassie Blue R-250 en polvo al gel sumergido en la solucidn de tincion y se agitd

suavemente por 1-2 dias. Finalmente se realizaron lavados con agua destilada.

11.4.4 Cuantificacion de proteinas

Las proteinas que se utilizaron en este trabajo se cuantificaron con el método de
Bradford (1976), empleando un reactivo comercial (Bio- Rad Protein Assay). Se siguié el
protocolo del fabricante para la técnica de medida en microplaca y utilizando como
estandar seroalbumina bovina (BSA), de concentracién 10 mg.ml, para confeccionar la
curva de calibracién. Las medidas de absorbancia a 595 nm se realizaron en un lector de

microplaca Benchmark Plus (BIO-RAD).

11.4.5 Induccion de expresion de la proteina glutamino sintetasa Il (GSIl)

Para la expresion de la proteina GSll se crecié durante toda una noche un cultivo de E.
coli BL21 DE3 (pET22b(+)::gInll) (conteniendo el gen ginll que codifica para la enzima
GSIl) en medio LB con Amp a 37 °C. Al dia siguiente se hizo una dilucién 1:100 del cultivo
en fase estacionaria en 150 ml de LB sin antibiético y se dejé crecer 2 horas a 37 °C en
agitacion hasta alcanzar una DOsponm aproximada de 0,6. Luego, se tomd una muestra

de 1 ml de cultivo sin inducir para ser posteriormente utilizada como control de
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proteinas totales. Esta fraccion se centrifugd a 7.000 x g durante 5 minutos, se descarté
el sobrenadante y se freezd el pellet bacteriano.

Al resto del cultivo, se le agregd la cantidad necesaria de IPTG (isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido) 1M para llegar a una concentracién de 0,3 mM vy se lo dejé
nuevamente creciendo en agitacién a 37 °C.

Para establecer el tiempo deseado de induccién se tomaron 3 alicuotas del cultivo
creciendo con IPTG, de 1 ml cada una, a tiempos diferentes: 2hs, 5 hs y 24 hs post
induccidn. Estas alicuotas se centrifugaron a 5.000 x g durante 5 minutos en frio (4 °C).
Los pellets obtenidos se resuspendieron en 100 pl de Buffer Laemli 1X (con B-mercapto)
y se hirvieron durante 15 minutos para obtener las proteinas totales, que
posteriormente se observaron en un gel SDS-PAGE.

En paralelo, a los mismos tiempos post-induccion, se guardd una fracciéon de 3 ml del
cultivo crecido con IPTG para posteriormente determinar la presencia de la proteina de
interés en la fraccion soluble o en la fraccion insoluble. Para ello, los 3 ml de cultivo se
centrifugaron a 5.000 x g durante 5 minutos en frio (4 °C). Los pellets bacterianos
obtenidos se resuspendieron en 1ml de buffer fosfato (PBS - cantidades por litro de agua
destilada: KH;POs 0,43 g, Na;HPO. 1,48 g, NaCl 7,2 g a pH 7,2) y se lisaron
mecanicamente como se describio en el inciso 11.4.1.

Finalmente, las muestras lisadas se centrifugaron 5.000 x g durante 5 minutos en frio (4
°C) y se separd el sobrenadante (donde encontraremos la fraccidn soluble) del pellet
bacteriano (fracciéon insoluble). A 300 pl de cada una de las fracciones solubles se le
adiciond 60 ul de Buffer Laemli 4X (con B-mercapto) y se hirvieron durante 15 min. A la
par, el pellet bacteriano donde se encontraba la fraccién insoluble se resuspendio en
100 pl de Buffer Laemli 1X (con B-mercapto) y se hirvieron durante 15 min. Estas
muestras se corrieron en un gel SDS-PAGE para detectar la presencia de la proteina GSII
en las distintas fracciones.

Una vez seleccionado el tiempo de induccién, se prepard nuevamente un cultivo de E.
coli BL21 DE3 (pET22b(+)::g/nll) siguiendo las condiciones descriptas previamente para
obtener la muestra que serd purificada como se describe en el inciso 11.4.5. Luego, a las
2 horas post induccidon se tomé una muestra de 1 ml de cultivo, se centrifugd a 7.000 x
g durante 5 minutos, se descarté el sobrenadante y se freezd el pellet bacteriano para

corroborar posteriormente que la induccién haya sido exitosa. 100 ml del cultivo
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restante se centrifugaron a 7.000 x g durante 5 minutos, se descartd el sobrenadante y
se freezo el pellet bacteriano para luego llevar a cabo la purificacion de la proteina como
se describe en el inciso 11.4.7.

Finalmente, los pellets bacterianos provenientes de 1 ml de cultivo sin inducir y de 1 ml
del cultivo de 2 horas post-induccién se resuspendieron en 100 pul de Buffer Laemli 1X
(con B-mercapto) y se hirvieron durante 15 min. Estas muestras se corrieron en un gel

SDS-PAGE para corroborar que la induccidn de la proteina GSll se haya llevado a cabo.

11.4.6 Identificacion de la proteina GSII por MALDI-TOF (matrix-assisted laser
desorption/ionization time of flight mass spectrometer)

Una vez confirmada la induccidn de la expresion de la proteina GSlI, se corrié un gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y se lo colored con la tincion Coomasie
coloidal. Posteriormente, se cortd un taquito de un gel correspondiente a la posicién
donde se encontraba dicha proteina y se envié la muestra para ser analizada por el
servicio brindado por el Centro de Estudios Quimicos y Bioldgicos por Espectrometria de
Masa MALDI-TOF (CEQUIBIEM).

Para estimar la posicidon de la proteina se corrié en el mismo gel de poliacrilamida la
muestra de interés y una alicuota de flagelinas de B. diazoefficiens USDA 110 purificadas
siguiendo el protocolo descripto por Althabegoiti y col. (2011).

B. diazoefficiens tiene dos sistemas de flagelos, uno fino constituido por flagelinas de 33
kDa y otro grueso constituido por flagelinas de 65 kDa (Kanbe et al., 2007; Althabegoiti
et al., 2008). Estas flagelinas se utilizaron como patrén de peso molecular ya que el
tamarfio de la proteina GSII con la etiqueta de histidina es de 36 kDa, similar al tamano

de las flagelinas que componen el flagelo fino (33 kDa).

11.4.7 Purificacion de la proteina GSII en cultivo Batch

La purificacién de la proteina GSll se llevd a cabo gracias a la fusién de dicha proteina
con la etiqueta His-Tag utilizando la resina de afinidad Ni-NTA (Nikel-nitrilotriacetic acid
— Invitrogen). El protocolo utilizado se basé en el descripto en “The QlAexpressionist”
(2003) para cultivos en batch en condiciones desnaturalizantes con algunas

modificaciones.
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En primer lugar, se resuspendio el pellet proveniente de 50 ml de cultivo con 2 horas de
induccién (obtenido como se describié previamente en inciso 11.4.5) en 4 ml de Buffer
de Lisis (NaH2POs4 100 mM — Tris 10 mM — urea 8 M Imidazol 5 mM) previamente
equilibrado a 37 °C, y se le adiciond 1 mM del inhibidor de proteasa fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF).

Posteriormente, las bacterias se lisaron mecdnicamente con perlitas de silice utilizando
un homogeneizador Precellys 24 (Bertin Technologies). Los lisados se centrifugaron a
7.000 x g durante 5 minutos y el sobrenadante obtenido se puso en contacto con 1 ml
de resina de afinidad Ni-NTA previamente lavada con agua bidestilada y equilibrada con
Buffer de Lisis. El sobrenadante y la resina se dejaron en agitacion durante 1-2 horas a
temperatura ambiente.

Una vez transcurrido el tiempo deseado se dejo precipitar la resina por gravedad y se
freezd el sobrenadante. La resina con la proteina adherida se lavé 3 veces durante 15
minutos en agitacion con 4 ml de Buffer de Lavado con concentraciones crecientes de
Imidazol (NaH2P0O450 mM — NaCl 300 mM — Imidazol 5 mM/10 mM/20 mM). Entre cada
lavado se dejé decantar la resina y suavemente se retird el sobrenadante para
posteriormente freezarlo.

La elucién de la proteina se llevd a cabo utilizando Buffer de Elucién Nativo con
concentraciones crecientes de Imidazol (NaH2P0450 mM — NaCl 300 mM — 50 mM/ 100
mM/ 250 mM). En cada elucién se pusieron en contacto 1 ml del Buffer de Elucién con
la resina y se lo dejé durante 15 minutos en agitacion a temperatura ambiente.
Nuevamente, entre cada paso se dejé decantar la resina y suavemente se retird el
sobrenadante para freezarlo.

Como control de la purificacidn se corrid en un gel de SDS-PAGE una muestra sin inducir,
una de la proteina 2 horas post-induccién y las distintas fracciones de lavado y de
elucién. De esta manera se obtuvo la mayor parte de la proteina purificada en la ultima
fraccion eluida.

Por ultimo, se llevd a cabo la dialisis de la ultima fraccion de elucidon utilizando una
membrana de celulosa (MEMBRA-CEL MC18 X 100 CLR, Viskase Companies, USA) contra
buffer fosfato (PBS). 1 ml de la proteina eluida se puso en contacto con 100 ml de PBS y

se lo dejé en agitacion suave durante 3 horas a 4 °C. Se realizaron 2 cambios de buffer
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fosfatos dejando el ultimo cambio en contacto durante toda una noche manteniendo la

agitacion suave a 4 °C.

11.4.8 Obtencion de anticuerpo anti GSII

Para obtener el antisuero reactivo frente a la proteina GSII se inmunizaron, mediante
inyeccion intraperitoneal, 2 ratones con 3-4 pg de proteina utilizando adyuvante de
Freund. Se realizaron dos inmunizaciones mas sin adyuvante con intervalos de 14 dias,
después de las cuales los ratones fueron sangrados a blanco y se obtuvo el suero de los
mismos. Este servicio fue llevado a cabo por el laboratorio VacSal de la Facultad de

Ciencias Exactas, UNLP.

11.4.9 Inmunodeteccion

Las muestras de proteinas a evaluar por inmunodeteccién se obtuvieron como se
describe en el inciso 1.4.1, y en primer lugar fueron sometidas a una corrida
electroforética. Luego, fueron transferidas a una membrana de difluoruro de
olivinildieno (PVDF) (Immobilon, Millipore) utilizando el equipo Mini Trans-Blot transfer
Cell (BioRad) segun las indicaciones del fabricante. Las membranas transferidas fueron
bloqueadas durante 1 hora con las proteinas de leche descremada 5 % p/v en buffer
PBS. Seguidamente la membrana se tratd con el primer anticuerpo en una dilucién 1:500
en buffer PBS - leche 5 % p/v. La membrana con el anticuerpo se incubd durante una
noche a 4 °Cy con agitacion suave. Se retird la solucidn con el anticuerpo y se realizaron
3 lavados con buffer PBS- leche 5 % p/v. Luego se agregd el segundo anticuerpo
especifico para IgG-HRP de ratdon conjugado con peroxidasa, disuelto en PBS - leche 5 %
p/v en una dilucién 1:1000, y se incubd durante 2-3 horas a temperatura ambiente con
agitacién suave. Se retiré la solucidn del segundo anticuerpo y se realizaron tres lavados
con PBS - Tween 0,1 %. Finalmente, en el momento del revelado se prepard una solucién
A (500 pl Tris — HClI 1M pH 8,5, 52 pl H,02 30 %, y agua bidestilada hasta llegar a un
volumen final de 5 ml) y una solucién B (500 pl Tris — HCl 1M pH 8,5, 50 ul de luminol
250 mM en dimetilsulféxido (DMSO), 4cido p-coumdrico 90 mM en DMSO, en un

volumen final de 5 ml). Las soluciones Ay B se mezclaron y la membrana se sumergid en
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la solucidn resultante. El revelado se llevé a cabo en un adquisidor de imagenes

EpiChemi3 Darkroom (UVP).

11.5 Ensayos bioquimicos

11.5.1 Medida de actividad glutamino sintetasa (GS)

Para llevar a cabo la medida de la actividad enzimatica GS se utilizaron cultivos
bacterianos en fase exponencial tardia (5 dias de crecimiento). Cuando se realizaron las
medidas de la actividad GS de cultivos en medios limitados en N éstos se centrifugaron
durante 30 minutos a 12.500 x g y el pellet obtenido se lavé con NaCl 1 mM para remover
el exopolisacarido producido por las bacterias. Posteriormente los pellets limpios se
resuspendieron en el mismo volumen del medio original estéril.

Los cultivos fueron permeabilizados durante 5 minutos a 28 °Cy 180 rpm con bromuro
de hexadecil-trimetilamonio (CTAB) 1 mg.ml! y posteriormente las células se
recuperaron por centrifugacion. Las bacterias se resuspendieron en una solucion de KCl
al 1 % de manera de obtener una relacion DO del cultivo inicial/volumen del pellet
resuspendido mayor a 0,65. Esta relacion fue previamente optimizada en nuestro
laboratorio, donde se vid que a valores mayores de 0,65 la reaccidon enzimatica puede
ser detectada correctamente.

Los pellets resuspendidos fueron utilizados como muestra para los dos métodos de

determinacién enzimatica que se describen a continuacién:

I1.5.1.a Ensayo y-glutamiltransferasa

La actividad enzimatica se midié mediante la reaccién y-glutamil transferasa (Bender et
al, 1977). La mezcla de reaccién contenia: glutamina 20 mM, imidazol-HCI 135 mM (pH
7,15), hidroxilamina-HCI 18 mM, MnCl; 0,27 mM, K3ASO4 25 mM (pH 7,15), ADP 0,36
mM y CTAB 0,1 mg.ml. La mezcla de reaccién se ajusté a pH 7,55 con NaOH.

450 ul de la mezcla de reaccién se pusieron en contacto con 50 pl de la muestra
(obtenida como se describid anteriormente en el inciso 11.5.1) y 50 ul de glutamina 0,2M
y se incubd a 37 °C durante 15 minutos para aquellas muestras provenientes de medios

con exceso de N (Evans, Evans N y Evans Bajo C) o durante 30-45 minutos para aquellas
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muestras provenientes de medios con limitaciéon de N (Evans glutamato, Evans Bajo N o
Evans NH4%).

La reaccion se detuvo mediante el agregado de una solucién que contenia FeClz.6H,0 55
g.I%, acido tricloroacético 20 g.I'* y HC1 8 g.I'%. Luego se midid la absorbancia a 540 nmy
se calculd la cantidad de y-glutamil hidroxamato presente sabiendo que 1 pumol de
y—glutamil hidroxamato da 0,532 unidades de absorbancia. La unidad de actividad
especifica GS se definié como la cantidad de enzima que produce 1 umol de y-glutamil

hidroxamato por minuto por mg de proteinas totales.

11.5.1.b Ensayo Biosintético

La mezcla de reaccién para el ensayo biosintético fue modificada de la descripta por
Shapiro y Stadtman (1970) y consistié en: 100 mM imidazol-HCI (pH 7,15), 100 mM
MgCl>.6H20, 100 mM glutamato de sodio, 100 mM NH4Cl y 20 mM de ATP. La reaccién
se inicio agregando 80 pl de la muestra de cultivo bacteriano a 80 ul de la mezcla de
reaccion y se incubd de 15 a 20 minutos a 37 °C. La reaccién se detuvo agregando 640
upl de una solucién de FeSO4 — 7,5 mM H3SO4 y 60 pul de (NH4)2M004.4H,0 6,6 % - H2SO4
3,75 M. Las muestras se centrifugaron durante 10 minutos a 16.000 x g y se midio la
absorbancia a 660nm. La actividad GS se expresé como Absssonm por minuto por mg de

proteinas totales.

Para la obtencion de proteinas totales utilizadas para relativizar ambos ensayos de
actividad enzimatica GS, se procedié a la lisis bacteriana de manera mecdnica como se
describe en el inciso 11.4.1 pero a partir de la muestra con la que se llevan a cabo las

determinaciones enzimaticas.

11.5.2 Cuantificacion de amonio en sobrenadantes de cultivos de B. diazoefficiens

La deteccion de NH4* se llevd a cabo siguiendo el método del Indofenol que es el método
de Berthelot (Solorzano, 1969). Las soluciones stock se prepararon como se describe a
continuacion:

-Solucién fendlica: 5,55 ml de fenol saturado en agua en 44,45 ml de etanol 96°.

-Nitroprusiato de sodio: 0,25 g of Na;HPO4.7H,0 en 50 ml de agua bidestilada.
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-Citrato alcalino: 10 g de citrate trisodico y 0,5 g de NaOH en 50 ml de agua bidestilada.
-Solucién oxidativa: 2 ml de lavandina comercial (NaClO 55 g.I") en 48 ml of la solucién
de citrato alcalino.

-Solucién estandar NH4Cl 50 mM: 0,26745 g de NH4Cl en 100 ml de agua bidestilada.

Brevemente, se partié de 10 ml de cultivo de cada una de las cepas de B. diazoefficiens
a evaluar, los cuales fueron crecidos a 28 °Cy a 180 rpm durante 2 dias (para evaluar el
fenotipo en fase exponencial temprana de crecimiento), 5 dias (fase exponencial tardia)
6 10 dias (en fase estacionaria). Los cultivos se centrifugaron a 16.000 x g durante 10
minutos, se guardaron los pellets bacterianos para cuantificar proteinas totales y se
separd 1 ml de cada uno de los sobrenadantes para realizar las determinaciones. Cuando
fue necesario se realizaron diluciones de dichos sobrenadantes para realizar las
medidas. El ensayo se realizd sobre 200 pl de sobrenadante con 200 pl de la solucién
fendlica, 200 ul de la solucién de nitroprusiato de sodio y 400 pl de solucién oxidativa.
La mezcla se incubé durante 30 min a 37 °C y posteriormente se midid la absorbancia a
660nm.

La solucion estandar de NH4Cl 50 mM se diluyd para obtener soluciones de 25 uM, 50
uM, 100 uM, 150 pM y 200 uM vy se procedidé con la curva de calibracién igual a lo
descripto anteriormente para los sobrenadantes. Los resultados obtenidos se
expresaron como Absgsonm por mg de proteina total.

Las proteinas totales utilizadas para relativizar los datos se obtuvieron mecanicamente
como se describe en el inciso 11.4.1 a partir del pellet bacteriano obtenido al centrifugar

los cultivos iniciales.

11.6 Ensayos de plantas

11.6.1 Variedad de Plantas utilizadas

Se trabajé con semillas de Glycine max (L.) Merr. (soja), variedad Don Mario 4615.

11.6.2 Desinfeccion superficial y germinacion de semillas de soja

Las semillas de soja se lavaron durante unos segundos con alcohol 96 % v/v y luego

fueron inmersas en una solucion de lavandina comercial diluida al 20 % v/v durante 10
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minutos, con agitacion manual. Posteriormente, se descartd la solucién y se lavaron al
menos siete veces con agua destilada estéril, de forma tal de eliminar el remanente de
lavandina. Una vez esterilizadas, las semillas fueron germinadas sobre una superficie de

agar-agua al 1,5 % p/v durante 4 dias, en estufa a 28 °C y en oscuridad.

11.6.3 Ensayos de nodulacion y determinacion de peso seco de plantas

Para los ensayos de plantas se utilizd como sustrato una mezcla de perlita y arena en
proporciéon 3:2, la cual fue esterilizada durante 20 minutos a 121 °C en autoclave. 1 ml
de una suspensiéon de rizobios de una concentracién de aproximadamente 10°
bacterias.ml* en 50 ml de Fahraeus, se puso en contacto con plantulas de soja de cuatro
dias de crecimiento. La suspensidn provenia de cultivos de cepas de B. diazoefficiens que
crecieron en medio Evans liquido hasta fase logaritmica (DOsgo aproximada de 0,5) en
agitador rotatorio a 180 rpm. Posteriormente se diluyeron 1:100 en Evans Bajo N y se
crecieron durante 6 dias en dicho medio a 180 rpm.

Para evaluar el peso seco de la parte aérea de las plantas (método indirecto de
cuantificacién de fijacién de N3) se inocularon 10 plantas de cada condicién (cepa
salvaje, cepas mutantes o Fahraeus como control negativo) y se crecieron durante 60
dias en invernaculo donde permanecieron con una temperatura diurna de 30 °C y una
nocturna de 14 °C, y un fotoperiodo de 14 horas.

La parte aérea (tallo y hoja) de cada planta se dispuso por separado en una bolsa de
papel maderay se dejé secar durante 20 dias a 60 °C. Posteriormente se registré el peso
individual de las mismas en una balanza analitica de precisién de + 1 mg.

Para evaluar los ensayos de nodulacidn y cuantificaciéon de ureidos en hojas (método
indirecto de cuantificacién de fijacién de N3), se procedié de la misma manera descripta
anteriormente pero en este caso se inocularon 7 plantas por cepa a evaluar. Las plantas
se crecieron durante 28 dias en cdmara de plantas con una temperatura diurna de 26 °C
y una nocturna de 20 °C, y un fotoperiodo de 14 horas. Posteriormente se registro la
cantidad de nédulos por planta y se los dejo secar durante 20 dias a 60 °C para luego
medir el peso seco de los mismos. La parte aérea de las mismas también se dejo secar
en las mismas condiciones para luego ensayar la cuantificaciéon de ureidos como se

describe en el inciso 11.6.4.
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Las plantas se regaron con 500 ml de agua destilada estéril cada 4 dias y cada 15 dias se
procedid a regar con solucion de Fahraeus.
El analisis estadistico del peso seco de parte aérea, nimero de nédulos y peso seco de

nodulos se llevé a cabo mediante un analisis de varianza (ANOVA) con p<0,01.

11.6.4 Determinacion de ureidos — alantoina en microplaca

La determinacidn de ureidos se llevé a cabo como una medida indirecta de la fijacion de
N, (Castro y Acuia, 1992; Grageda-Cabrera et al., 2003). Para ello, se utilizé la técnica
colorimétrica descripta por Vogeles (1970) con algunas modificaciones.

En primer lugar, se pesaron con balanza analitica de precisién (+ 1 mg) entre 5y 10 mg
de masa vegetal seca provenientes de plantas de 21 dias registrando el valor individual
que correspondia a cada planta. A esa masa vegetal se le agregd 1 ml de NaOH 0,2 N. Se
calentd durante 30 minutos a 100 °C. Posteriormente las muestras se centrifugaron a
8.500 x g y se guardaron a -20 °C durante toda la noche.

Al dia siguiente las muestras se centrifugaron durante 20 minutos a 16.000 x g. El
sobrenadante obtenido se filtré con un filtro Millipore de 0,22 um. 150 pl de este
sobrenadante se mezclaron con 150 pl de agua bidestilada y 150 pl de NaOH 0,35 N. La
mezcla se calenté durante 10 minutos a 100 °C y se dejé enfriar en hielo. Cuando la
muestra estaba fria se afiadié 150 ul de HCI 1N y se calenté 5 minutos a 100 °C.

Para la preparacion de la curva patrén se prepararon soluciones stock con
concentraciones crecientes de alantoina (0; 0,01; 0,05; 0,10; 0,16; 0,20; 0,25; 0,30; 0,40;
0,50 mM). A 300 ul de cada una de ellas se le afiadieron 150 pl de NaOH 0,35 N. Se
calentd durante 10 minutos a 100 °Cy se dejé enfriar en hielo. Cuando la muestra estuvo
fria se afadid 150 pul de HCI 1 N y se calentd 5 minutos a 100 °C.

Finalmente, la deteccion del compuesto coloreado se realizé en microplaca. Para ello,
se afiadid en diferentes pocillos, 100 ul de cada muestra vegetal y de cada concentracién
de la curva patrén. Se agregd 20 ul de Buffer Fosfato 0,4 M pH 7,0 (K;HPO4 0,245 M y
KH2PO4 0,156 M). Después se agregd 20 ul de Fenilhidracina 0,03 M y 20 ul de
Ferricianuro Potasico 4,5 mM. Por ultimo, se afiadié 100 ul de HCl 37 % previamente
enfriado. Se incubd 15 minutos en oscuridad a temperatura ambiente y se midid la

absorbancia a 540 nm en un lector de microplaca Benchmark Plus (BIO-RAD). La cantidad
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de ureidos presentes en la muestra se calculd en base a la curva patrén y se expresé

como mM de alantoina por g de planta.

1.7 Microscopia

11.7.1 Microscopia optica

Los nédulos provenientes de plantas crecidas durante 28 dias se cortaron por la mitad y
se fijaron en glutaraldehido al 2 % en buffer fosfatos (pH 7,2-7,4) durante 2 horas a 4 °C.
Posteriormente se deshidrataron en una serie creciente de etanol (25, 50, 75y 96 %) y
se incluyeron en resina epoxi. Los cortes semifinos obtenidos fueron tefiidos con azul de
toluidina y observados en un microscopio Nikon Eclipse E200 por contraste de fase en

luz visible.

11.7.2 Microscopia electronica de transmision (MET)

A los nédulos cortados por la mitad y fijados con glutaraldehido se les realizé una fijacion
secundaria con tetroxido de osmio 1 % p/v durante una hora a 4 °C y posteriormente se
deshidrataron en una serie creciente de etanol (25, 50, 75 y 96 %) y se incluyeron en
resina epoxi. Los cortes ultrafinos (70 nm) se realizaron con un ultramicrétomo
SuperNova Reichert- J, se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo y se
examinaron en un microscopio electrénico de transmisién JEM 1200 EX II (JEOL),
ubicado en el Servicio Central de Microscopia de la Facultad de Ciencias Veterinarias,

UNLP.

11.8 Analisis bioinformaticos y analisis estadisticos

11.8.1 Bases de datos y programas utilizados para los andlisis bioinformdaticos

Para el analisis del contexto genético de nuestros genes de interés se recurrid al uso de
las bases de datos de acceso publico como PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) o
MicrobesOnline (www.microbesonline.org), donde se encuentra anotado el genoma

completo de B. diazoefficiens USDA 110 (Kaneko et al., 2002). A partir de la secuencia
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de interés encontrada se utilizaron varias herramientas informaticas online con el fin de
llevar a cabo un analisis mas profundo de las secuencias de interés.

La herramienta Primer-BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) se usé para
el disefio de cebadores especificos para ciertas regiones dentro del genoma de B.
diazoefficiens USDA 110.

Cuando fue necesario obtener la reversa complementaria de alguna secuencia, la
herramienta utilizada fue Sequence Manipulation Suite: Reverse Complement
(www.reverse-complement.com).

Los plasmidos utilizados y las distintas construcciones obtenidas se analizaron mediante
el uso del programa NTI Vector10. Estos analisis nos permitieron predecir las posibles
orientaciones del fragmento de interés luego de su clonado en los vectores, la
disposicidon de los cebadores en cada caso y los posibles fragmentos liberados por
restriccion, asi como los tamafios de amplificacion de diversas combinaciones de
cebadores.

Para identificar sitios especificos de secuencias proteicas se utilizd el servidor
ScanProsite (www.prosite.expasy.org/scanprosite) y el alineamiento de secuencias se
realizé mediante el programa ClustalO online (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo).

Con el objetivo de comparar los porcentajes de identidad entre secuencias de proteinas
o de ADN se utilizé el programa BLAST (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) dentro de
la base de datos PubMed.

Para el estudio de los dominios de las proteinas se utilizd el programa Pfam
(www.pfam.xfam.org/search/sequence) y en el caso de la construccién de modelados
de proteinas se utilizd el servidor Phyre2 (www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2).

Y finalmente, el andlisis filogenético se llevd a cabo utilizando el programa MEGA®G.

11.8.2. Andlisis estadisticos

El andlisis de los datos provenientes de las medidas de actividad enzimatica GS, de la
cuantificacién de NH4* en sobrenadantes y de los ensayos de fijacién de N,y nodulacion
se realizé mediante el analisis de varianza (ANOVA). Para establecer entre qué medias
existian diferencias significativas se utilizé el test de Tukey. Estos andlisis se realizaron

utilizando el programa GraphPad Prism 6.
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Introduccion

Las condiciones ambientales fluctuantes a las que deben enfrentarse los rizobios en los
suelos agricolas son factores criticos para la persistencia y supervivencia de los mismos
en vida libre (Abd-Alla, 2014). Debido a esto, al igual que los demds microorganismos
del suelo, los rizobios han desarrollado diversos sistemas metabdlicos que le permiten
subsistir en estas condiciones adversas tales como sistemas de captacién de sustratos
con alta afinidad, enzimas expresadas diferencialmente y una amplia variedad de
mecanismos de control metabdlico (Humbeck et al., 1985; Graham et al., 1992; Fujihara
y Yoneyama, 1993; Tate et al, 1998; Duzan et al., 2006; Kaji¢ et al., 2016). Un ejemplo
de estos sistemas es la cascada de respuesta al estrés por nitrégeno (NSR).

El N se encuentra presente en el interior celular en una amplia variedad de metabolitos
y macromoléculas. Las bacterias lo pueden asimilar a partir de fuentes inorgdnicas u
organicas dependiendo de las vias metabdlicas que posea cada microorganismo. En
particular, los rizobios en vida libre pueden asimilar como fuentes de N aminoacidos,
NOs~y NH4*, siendo este ultimo el nutriente nitrogenado preferido (Reitzer, 2003; Leigh
et al., 2007). De todas maneras, independientemente de la fuente de N utilizada, las
bacterias poseen sistemas especificos que regulan su asimilacién con el objetivo de
optimizar el crecimiento y la supervivencia de la bacteria.

Como describimos en el Capitulo I, la NSR resulta de vital importancia para regular los
niveles de a-cetoglutarato y glutamina intracelulares (Ninfa et al., 1995). Cuando esta
relacion a-cetoglutarato/ glutamina (que representa la relacién C/N intracelular) es alta,
senal de la limitacion de N, la NSR se activa con el fin ultimo de inducir un aumento de
la asimilacion de NHa4* que restablezca los niveles intracelulares de glutamina (Ninfa y
Atkinson, 2000; Arcondéguy et al., 2001; Leigh et al., 2007).

Por el contrario, cuando la relacion a-cetoglutarato/ glutamina es baja, producto de una
disponibilidad de N suficiente, la activacién de esta cascada de respuesta al estrés por N
no es necesaria y el sistema se mantiene con una funcidn basal para mantener los niveles
de estos metabolitos (Arcondéguy et al., 1996; Ninfa y Atkinson, 2000; Arcondéguy et
al., 2001; Leigh et al., 2007).

La NSR ha sido ampliamente estudiada en enterobacterias (Reitzer, 2003; Leigh et al.,

2007; van Heeswijk et al., 2013). Sin embargo, pocos trabajos hacen referencia a dicha
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cascada de sefalizacién en rizobios (Amar et al., 1994; Schluter et al., 2000; Arcondéguy
etal., 2001; Yurgel et al., 2008; Yurgel et al., 2010; Yurgel et al., 2011; Yurgel et al., 2012;
Franck et al., 2015).

Teniendo en cuenta que el principal objetivo del presente trabajo de Tesis es estudiar la
regulaciéon del metabolismo del N en B. diazoefficiens y dilucidar cudles son las
principales proteinas que intervienen en la cascada de respuesta al estrés por N, en
primera instancia fue necesario encontrar medios de cultivo que nos permitieran
evaluar condiciones de escasez y condiciones de exceso de N.

A lo largo de este capitulo mostraremos la caracterizacién fenotipica de la cepa B.
diazoefficiens USDA 110 en diversas formulaciones del medio Evans mediante la
determinacion de cinéticas de crecimiento, la medida de los niveles relativos de
transcriptos de g/n/l (que codifica para GSIl) y ensayos de actividad enzimatica GS.
Finalmente, desarrollaremos la caracterizacién de nuestra cepa de interés en los medios
de cultivo seleccionados para verificar que los mismos cumplan con los requisitos de

limitacidon/exceso de la fuente nitrogenada.

I11.1 Analisis de medios de cultivo

En primer lugar, es importante resaltar que en las diferentes formulaciones que
describiremos a lo largo de todo este trabajo de Tesis, vamos a definir a la relacion C/N
de los medios de cultivo como los g totales de C aportados por la fuente de C en relaciéon
a los g de N aportados por la fuente nitrogenada. Otra cuestién importante a tener en
cuenta es que los ensayos fueron realizados en sistemas de cultivos batch, con los que
se pretendid simular situaciones de estrés que pueden encontrar las bacterias en el
suelo agricola. Sin embargo, debemos tener presente que este enfoque se aleja un poco
de las situaciones que normalmente los rizobios encuentran en un suelo escaso de
nutrientes y en un ambiente con condiciones no controladas. No obstante, si bien en
todo cultivo batch la limitacidn de los nutrientes es estequiométrica y por lo tanto los
microorganismos detienen su crecimiento cuando se les acaba el sustrato limitante,
muchas bacterias pueden detectar esa limitacién aun durante su crecimiento

exponencial y hacerse mas eficientes en metabolizar ese sustrato. Un sistema de cultivo
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continuo, en el cual la limitacion es cinética y el microrganismo esta condicionado
continuamente a esa condicidn de crecimiento, seria el sistema ideal para el estudio de
la NSR.

Para comenzar con la seleccidn de estos medios de cultivo decidimos evaluar, a través
de la cinética de crecimiento de B. diazoefficiens USDA 110, dos variantes del medio
Evans (Evans, 1970) que habian sido formuladas previamente en nuestro laboratorio.
Uno de los medios de cultivo poseia una escasez extrema de la fuente de N, es decir con
una relacion C/N elevada (C/N=3.333), conteniendo 0,0014 g.I"* de NH4Cl y 12 g.I"! de
manitol denominado Evans Bajo N. El otro medio, formulado con exceso de N,
denominado Evans Bajo C, poseia una relacién C/N baja (C/N=1,4), conteniendo 1,07 g.I
de NH4Cly 1 g.I't de manitol. Ademas, cabe resaltar que las cantidades de NH4Cl (1,07
g.I'') y de manitol (10 g.I'Y) que contiene el medio Evans hace que el mismo se encuentre
balanceado en N y C, es decir, no se encuentra limitado en ninguno de estos nutrientes,
y presenta una relacién C/N intermedia (C/N=14).

La diferencia de disponibilidad de nutrientes de estos medios ensayados se puede
observar al analizar el crecimiento de B. diazoefficiens USDA 110. Para llevar a cabo la
determinacion de las curvas de crecimiento se cultivé la cepa en estudio en los medios
Evans, Evans Bajo N y Evans Bajo C como se detalla en el Capitulo 11.2.5 y se mantuvieron
a 28 °Cy 180 rpm durante 9 dias. La biomasa total se determind diariamente mediante
la medida de la densidad 6ptica DOsgonm. Como se observa en la Figura lll.1 existe una
marcada diferencia en la cinética de crecimiento y en los parametros calculados,
sobretodo en la biomasa final alcanzada en cada uno de los medios evaluados.

En particular, la utilizacién del medio Evans Bajo N sélo nos permite alcanzar un
crecimiento bacteriano con una DOsgonm final de 0,3, mientras que en el medio Evans
Bajo C se alcanza una biomasa final de DOsponm= 2 y finalmente el cultivo en medio Evans
permite alcanzar una DOsponm de 6,5. Incluso, como podemos observar en la Tabla lll.1
el tiempo de duplicacion de B. diazoefficiens USDA 110 en el medio Evans Bajo N es de
47,60 horas demostrando la escasez drastica de N del medio, y por lo tanto

probablemente una limitacidn de este nutriente en el crecimiento bacteriano.
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Figura III.1 Cinéticas de crecimiento de
B. diazoefficiens USDA 110 a 28 °C con
agitacion a 180 rpm en los medios Evans
(»), Evans Bajo C (®) y Evans Bajo N
(0). Los resultados muestran la biomasa
estimada por densidad 6ptica a 500nm
(DOsoonm) a lo largo del tiempo (dias).
Los datos corresponden al promedio y la
desviacién estdndar de dos réplicas
biolégicas independientes. La ausencia
de barras de error indica que la
desviacion fue menor que el tamafio del
simbolo utilizado. Para una mejor
visualizacion de los resultados el eje Y se
presenta en escala logaritmica.

Por otra parte, en el medio Evans Bajo C el tiempo de duplicacién de la cepa resultd

similar al obtenido en el medio Evans y fue aproximadamente de 17 horas. Sin embargo,

la biomasa final alcanzada en este medio fue significativamente menor, indicando que

Evans Bajo C se limita en C mucho antes que se limite el medio de Evans en este

nutriente.

Tabla III.1 Parametros cinéticos de B. diazoefficiensUSDA 110 cultivado en los medios Evans, Evans
Bajo N y Evans Bajo C. En la tabla se muestran los valores de la velocidad especifica de crecimiento

p (horast), tiempo de duplicacidn g (horas) y cosecha maxima (DOsoonm) de la cepa en los medios

mencionados. Los valores fueron calculados a partir de los datos obtenidos para las cinéticas de
crecimiento (DOsoonm) que se muestran en la Figura Ill.1 y representan el promedio y la desviaciéon
estdndar de dos ensayos biologicos independientes.

Evans Evans Bajo N Evans Bajo C
Ve'“”i‘?}g‘r’acsrﬁ;“m'e”m 0,04130,0054 | 0,0146+0,0004 | 0,0405£0,0014
Tiempo de duplicacion 16,9542,22 47,60+1,16 | 17,11#0,0014
(horas)
Cosecha maxima (DOsoonm) 6,5 0,3 2

Ademas de la determinacién de las cinéticas de crecimiento, para evaluar si un cultivo

se encuentra creciendo en un medio limitado en N, comunmente también se evalla los

niveles de transcripto del gen g/n/l, gen que codifica para la enzima glutamino sintetasa
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[l (GSIl), la cual, como mencionamos anteriormente en la Introduccién de esta Tesis, se
expresa bajo condiciones de inanicidn de N (Fuchs et al., 1980; Darrow et al., 1981). En
base a esto, al analizar la expresién de dicho gen podriamos asociar un incremento en
los niveles de transcripto de g/nil a la presencia de un medio limitado en N. Por otra
parte, teniendo en cuenta que hasta el momento no se han reportado regulaciones post-
transcripcionales de este gen en B. diazoefficiens USDA 110, también podria utilizarse
como referencia de la limitacidon de N la presencia de dicha enzima. A este respecto,
analisis de perfiles proteicos de B. diazoefficiens llevados a cabo por la Dra. Lépez Garcia
antes del inicio de esta Tesis Doctoral, indicaban la presencia diferencial de la proteina
GSll en cultivos crecidos en Evans Bajo N y la ausencia de la misma en aquellos cultivos
crecidos en Evans Bajo C (datos no mostrados). Estos resultados confirman nuevamente
qgue el medio Evans Bajo N se encuentra limitado en N de manera tal que induce la
activacion de la cascada NSR de B. diazoefficiens y la expresion de GSII. Lo contrario
ocurre cuando esta cepa se cultiva en medio Evans Bajo C y por eso no se observa la
proteina GSII.

Otra caracteristica que puede ser utilizada para detectar que los cultivos estan frente a
una limitacion de N es la presencia de polisacdridos extracelulares (PSE) que son
sintetizados en condiciones de exceso de C y que vuelven los cultivos mas viscosos y
mucosos. Estos polisacaridos no cumplen funciones como compuestos de reserva ya que
no son metabolizables por los rizobios y se clasifican en exopolisacaridos (EPS) y
polisacarido capsular (CPS) (Zevenhuizen, 1981). En B. diazoefficiens estos dos
polisacaridos superficiales poseen idéntica estructura (Mort y Bauer, 1982; Quelas et al.,
2006) pero difieren en su localizacidn, los EPS se excretan al medio extracelular como
una sustancia viscosa mientras que los CPS se encuentran unidos a la membrana externa
de la bacteria. En B. diazoefficiens ya se ha reportado que en situaciones de exceso de
C, utilizando manitol como Unica fuente de C y bajo condiciones de inanicidn de N, los
rizobios acumulan polisacaridos extracelulares en el medio de cultivo (Lépez Garcia et
al., 2001; Quelas et al., 2006).

En nuestras condiciones, al centrifugar cultivos de B. diazoefficiens crecidos durante 7
dias en el medio Evans Bajo N es posible detectar a simple vista una gran cantidad de
polisacaridos, de textura mucosa, fuertemente adheridos a los pellets bacterianos. Sin

embargo, estos compuestos no son observados, o estan presentes en muy poca
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cantidad, a partir de cultivos crecidos utilizando los medios Evans o Evans Bajo C (Figura

.2).

Evans Bajo N Evans Bajo N

T

Pellet
bacteriano
sin
polisacaridos

Pellet bacteriano  pglisacaridos Pellet bacteriano

Figura II1.2 Fotografias de los pellets bacterianos obtenidos de cultivos de B. diazoefficiens USDA
110 en los medios de Evans y Evans Bajo N. 30 ml de cada uno de los cultivos fueron centrifugados
a16.000 x g luego de 7 dias de crecimiento (fase estacionaria).

Estas observaciones son coincidentes con otras ya obtenidas en nuestro grupo de
trabajo, en las cuales la cuantificacidn de polisacaridos extracelulares por el método de
Antrona (Tabla 1ll.2) mostré la mayor cantidad de EPS producida por la cepa B.

diazoefficiens en el medio Evans Bajo N (Lépez-Garcia et al., datos no publicados).

Tabla III.2. Contenido de polisacaridos extracelulares en B. diazoefficiens USDA 110 expresados
por mg de proteina celular en cultivos de 5 dias, en medios con diferentes contenidos de la fuente
de N (Lopez-Garcia et al, datos no publicados).

Evans Evans BajoN Evans Bajo C

mg EPS/
mg prot.

0,867 2,805 95,8

Lamentablemente, cuando intentamos realizar el analisis de los niveles de transcriptos

en la condicién de inanicién de N utilizando el medio Evans Bajo N, encontramos que
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estos polisacaridos que sirvieron de indicio de escasez de N, se encontraban tan
adheridos a los pellets bacterianos que dificultaban la obtenciéon de un ARN bacteriano
Optimo. A pesar de modificar multiples variables en la preparacidn de las muestras de
ARN no pudimos obtener una buena calidad de las mismas. En este sentido, en algunas
ocasiones antes de llevar a cabo la extraccion de ARN los cultivos se centrifugaron a
16.000 x g durante 30 minutos y los pellets bacterianos (junto con los polisacdridos
adheridos) se resuspendieron en NaCl 1 M y se los mantuvo en frio, con agitacién suave,
para favorecer el desprendimiento de los polisacdridos. Sin embargo, luego de la
extraccion de ARN las muestras obtenidas presentaban mds impurezas que en los casos
donde no se utilizaba el lavado con NaCl.

En otros intentos, una vez centrifugados los cultivos se procedid a eliminar los
polisacaridos de manera manual, con pipeta. Esta técnica eliminaba también gran parte
de la masa bacteriana debido a la gran adhesién de los polisacaridos al pellet bacteriano,
por lo que la cantidad de ARN extraido resultaba escasa y de mala calidad. Ademas de
estas complicaciones técnicas en la obtencién del ARN bacteriano por la presencia de
polisacaridos, la manipulacién de la muestra resultaba aun mas compleja debido a la
gran limitacidon de N del medio de cultivo. Por este motivo, debiamos utilizar grandes
volumenes de cultivo (600 ml de cultivo) y solamente podiamos obtener una biomasa
final bacteriana muy escasa (DOsgonm= 0,2). En igual medida también resultaba muy
dificultosa la cuantificacion de la actividad enzimatica de GS en este medio.

A su vez, durante los intentos de medir el transcripto de g/nll en el medio Evans bajo N,
pudimos detectar que en el medio balanceado Evans, que habiamos comenzado a
utilizar como medio de referencia sin limitacidon de N para realizar los ensayos, el gen
glnll se encontraba expresado. En la Figura 1ll.3 se muestra el resultado obtenido a partir
de una PCR utilizando como molde ADN complementario de B. diazoefficiens y
cebadores especificos para amplificar una regién interna del gen g/n/l y una regién
interna del gen de referencia sigA cuya transcripcion ha sido propuesta como
constitutiva (Hauser et al.,, 2006). Las secuencias de los cebadores utilizados

gInll_RT_Fw/gInll_RT_Rv y sigA Fw/ sigA Rv se detallan en la Tabla 11.3.2.
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Como podemos observar (Figura lll.3) la cantidad de transcripto de g/nll en las bacterias
cultivadas en Evans Bajo C resultd practicamente indetectable, mientras que en aquellas
bacterias cultivadas en medio Evans los niveles de transcriptos observados fueron
mayores. Cabe resaltar que esta deteccion de transcriptos no pudo llevarse a cabo en
bacterias cultivadas en Evans Bajo N ya que, como mencionamos anteriormente, no fue

posible obtener ARN bacteriano en esta condicion.

(-) (+) Evans Evans
Bajo C

1 1 EZ
1T
. B | B | '

Figura IIL.3 Productos de amplificacién obtenidos mediante RT- PCR utilizando los cebadores sigA
Fw/ sigA Rvy gInll_RT_Fw/ gInll_RT_Rv

Evans Bajo C: PCR utilizando como molde para la reaccion ADNc de B. diazoefticiens USDA 110
obtenido en a partir de un cultivo crecido en Evans Bajo C

Evans: PCR utilizando como molde para la reaccién ADNc de B. diazoefficiens USDA 110 obtenido
en a partir de un cultivo crecido en el medio de Evans

(+): control positivo de la PCR utilizando como molde ADN genémico de B. diazoefficiens USDA
110

(-): control negativo de la PCR utilizando agua como molde para la reaccién

A modo de confirmacion, a partir de estos ADNc de B. diazoefficiens USDA 110 obtenidos
a partir de cultivos crecidos en Evans Bajo C y Evans se llevd a cabo una cuantificaciéon
relativa de transcriptos de g/lnll mediante PCR en tiempo real.

Efectivamente, como habiamos observado mediante RT- PCR, confirmamos que la
cantidad de transcripto en bacterias cultivadas en medio Evans es aproximadamente 20
veces mas que el de las bacterias cultivadas en Evans Bajo C. (Figura 111.4).

Estos resultados nos indicaban que, a pesar de que el medio Evans no tiene una relacion
C/N tan alta como para representar una situacién de limitacion de N, la misma seria
suficiente como para que el sistema de respuesta al estrés por N se encuentre activo, al

menos, a nivel de la transcripcion de uno de los genes involucrados en dicha cascada.
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Sin embargo, es importante resaltar que la presencia de transcripto no necesariamente

indica la presencia de la proteina funcional.

40
Figura II1.4 Analisis de la expresion de transcriptos del gen
304 _*_ ginll por PCR en tiempo real (qQRT-PCR) en la cepa B
diazoefficiens USDA 110 a partir de cultivos de 5 dias en
= 204 medio Evans tomando como referencia el medio Evans Bajo
A C. Se utilizaron cebadores para amplificar una region interna
10 al gen g/n/I (gInll_RT_Fw/ gInll_RT_Rv) y se utilizé como gen
de referencia el gen sigA (sigA Fw/ sigA Rv). Los resultados
corresponden a un ensayo representativo de dos réplicas

biolégicas y se expresan como Rq (el rq se define como 2”-

0 o2 44ty Un rq =1 indica la expresion del gen en la cepa mutante
;;a- < no difiere de la expresion en la cepa salvaje. Un rq>2 indica
6@‘5-‘ que el gen estd sobreexpresado. (*) representa una diferencia

significativa.

Basandonos en los niveles de ginll observados, y con el objetivo de determinar si los
cultivos crecidos en el medio Evans se encuentran limitados en N, decidimos evaluar la
actividad enzimatica GS mediante el método biosintético (Shapiro y Stadtman, 1968).
En particular, utilizamos este método porque como describiremos mas adelante en el
Capitulo IV éste nos permite determinar la actividad GS total. Para llevar a cabo este
ensayo, se crecid un cultivo de B. diazoefficiens USDA 110 en el medio de Evans y otro
en Evans Bajo C. El protocolo llevado a cabo para dicho ensayo se detalla en el Capitulo
11.5.1. Nuevamente, no fue posible llevar a cabo el ensayo de actividad GS con bacterias
cultivadas en Evans Bajo N debido a la gran cantidad de polisacaridos extracelulares que
no permitieron obtener una buena calidad de muestra para realizar la medida.

Cuando analizamos la actividad enzimatica GS encontramos que la cepa cultivada en el
medio Evans efectivamente presentaba mayor actividad que los cultivos crecidos en
Evans Bajo C (Figura 111.5), indicando que las bacterias cultivadas en Evans poseen una

mayor activacion de la cascada NSR que aquellas cultivadas en Evans Bajo C.
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101
Moaal :T: Figura IIL.5 Medida de la actividad enzimatica GS de

g la cepa B. diazoefficiens USDA 110 cultivada durante

S S 08 I 5 dias en los medios Evans y Evans Bajo C. La
§ 3 04 determinacién enzimatica se llevé a cabo mediante
< E el método biosintético. Los datos graficados
£ corresponden al promedio de al menos dos réplicas

E 0.0 y bioldgicas evaluadas en triplicado y su desviacion

.&,ag" \9':' estdndar. Los valores se expresan como
< ‘;b'b DOssonm.min-l.mg de proteinas totales-1.
@a.é\ (*) representa una diferencia significativa.

Estos resultados tomados en conjunto demuestran que la relacion C/N que posee el
medio de Evans seria suficiente para comenzar a poner en marcha la NSR. Sin embargo,
el sustrato limitante en este medio no es ni el C ni el N, sino algln micronutriente no
definido. Debido a esto, decidimos abandonar estos medios y emprender la busqueda
de nuevas variantes del medio Evans que nos permitan analizar condiciones bien
definidas de exceso y escasez de dicho nutriente. Ademas de resultar imprescindible,
gue la manipulacion de las muestras obtenidas sea menos compleja y que nos permitan
recolectar una cantidad de bacterias mas abundante.

Con este objetivo y basdandonos en la formulacién de los medios utilizados en
bibliografia ya publicada sobre el sistema NSR, comenzamos fijando las cantidades de
manitol en 5 g.I"t y modificando las cantidades de NH4Cl para obtener diversas relaciones
C/N. Denominamos Evans660 a aquel medio con relacion C/N=660, Evans200 a aquel
con C/N=200, Evans 1,4 a aquel medio con C/N=1,4 y asi sucesivamente. Los medios
formulados junto con sus relaciones C/N y las fuentes de C y N utilizadas se listan en la

Tabla I11.3.
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Tabla IIL.3 Variantes del medio de Evans analizadas. En la tabla se detallan las fuentes de Cy N
utilizadas, asi como las concentraciones de las mismas. Ademas, se muestra en cada uno de los
medios la relacion C/N alcanzada, entendiéndose a la relacion C/N como los g totales de C
aportados por la fuente de C en relacion a los g de N aportados por la fuente nitrogenada para un

litro de cultivo.

MEDIO Fuentede C Fuentede N relacién C/N
Evans 10 g+t manitol 1,07 g NH,CH i4
Evans Bajo N 12 g.Ft manitol 0,00535g.F* NH,C 3333
Evans BajoC 1 g.F manitol 1,07 g NH,CI i4
Evansi,4 5 g.i! manitol 5,38 gt NH,C 1,4
Evans2 2 g.F manitol 1,53 g NH,CI 2
Evans50 2 g.F manito} 0,061 gI*NH,C 50
Evans100 2 g.i manitol 0,03 g1 NH,CI 100
Evans200 5 g.F manitof 0,038 gt NH,C 200
Evanst60 5 g.F! manito} 0,0i1gJ*NH,C 650
Evans NG 5 gl manitol 0,4 g.i'1 glutamato +1,07 gt NH,Ci 6,8
Evans Giutamato 5 g.i! manitol 0,4 g.it glutamato 70
Evans NH,” 5 g."! manitol 0,207 gt NH,C 70

Como primer paso para evaluar el comportamiento de las bacterias en estos nuevos
medios formulados, evaluamos la cinética de crecimiento de B. diazoefficiens USDA 110
en cada uno de ellos. Las bacterias se crecieron durante 7 dias en los medios Evans1,4,
Evans200 y Evans660 y diariamente se determind su biomasa mediante densidad éptica
DOsoonm (Figura 111.6). Como controles de crecimiento también se realizaron cinéticas en
los medios Evans Bajo Ny Evans.

A partir de las curvas de crecimiento pudimos observar que B. diazoefficiens no es capaz
de crecer en el medio Evansl1,4, probablemente porque la gran cantidad de NH4Cl
requerido para alcanzar esta relacién C/N (Tabla 111.3) resulta toxico para la bacteria.
Por otra parte, cuando analizamos el crecimiento en Evans660 vimos que la velocidad
de crecimiento y la DOsoonm final alcanzada resulté practicamente igual a los valores
obtenidos para los cultivos crecidos en Evans Bajo N, lo que nos llevé instantdneamente
a descartar esta variante. Por otra parte, el analisis de las cinéticas en Evans200 resulté

un poco mas alentador, obteniéndose una masa bacteriana final un poco mas elevada
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que en Evans Bajo N de alrededor de DOsgonm = 0,8. Incluso, la velocidad de crecimiento
u de B. diazoefficiens cultivada en Evans200 (0,035 horas™) resulté mayor que la
obtenida cuando se cultiva en Evans Bajo N (0,016 horas™) y el tiempo de duplicacién
de la bacteria se redujo de 42 horas (Evans Bajo N) a 19,6 horas (Evans200) indicando

que el Evans200 podria ser un buen medio para evaluar limitacion de N.
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Figura II1.6 Cinéticas de crecimiento de B. diazoefficiens USDA 110 a 28 °C con agitacién a 180
rpm en medios Evans con diversas formulaciones utilizando manitol 5 g.I-! para obtener las
relaciones C/N 660 (2),200 (O) y 1,4 (¥). Como control también se evaluo el crecimiento en el
medio Evans original (#) y en el medio Evans Bajo N (0). Los datos graficados pertenecen a un
experimento de dos experimentos independientes, cuyos resultados fueron coincidentes.

El paso siguiente del analisis de estos medios fue determinar visualmente la presencia o
ausencia de polisacdridos extracelulares y la facilidad para desprenderlo del pellet
bacteriano. Asi, al llegar al dia 7 se tomd una fraccion de este cultivo que se encontraba
en fase estacionaria y se lo centrifugd durante 10 minutos a 16.000 x g. Llamativamente,
a partir de esta simple visualizacidon detectamos nuevamente una gran cantidad de
polisacaridos muy adheridos al pellet bacteriano que resultaban muy dificil de eliminar
por lo que decidimos descartar esta formulacién y continuar con nuestra busqueda.

Debido a los inconvenientes obtenidos al intentar evaluar Evans1,4 (posiblemente por
las grandes cantidades de NHs* que se requerian para llegar a esa relacion C/N)
decidimos fijar la cantidad de manitol en 2 g.I"* y modificar nuevamente la cantidad de
NH4Cl. De esta manera preparamos los medios Evans100, Evans50 y Evans2. Las

concentraciones de manitol y NH4Cl utilizadas se detallan en la Tabla 11l.3. Nuevamente
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se crecieron cultivos de B. diazoefficiens USDA 110 en los medios mencionados y se usé
como control el crecimiento de la bacteria en el medio Evans y en Evans Bajo N. La
biomasa total se determind diariamente mediante densidad éptica DOsgonm durante 7

dias (Figura I11.7).
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Figura II1.7 Cinéticas de crecimiento de B. diazoefficiens USDA 110 a 28 °C con agitacién a 180
rpm en medios Evans con diversas formulaciones utilizando 2 gl-! de manitol para obtener las
relaciones C/N 100 (4), 50 () o 2 (X). Como control también se graficd el crecimiento en el
medio Evans original (O) y en el medio Evans Bajo N (#). La biomasa fue estimada por densidad
optica a 500nm (DOsoonm) a lo largo del tiempo (dias). Los datos graficados pertenecen a un
experimento de dos experimentos independientes, cuyos resultados fueron coincidentes.

En este caso, pudimos observar que el crecimiento de la bacteria tanto en Evans50 como
en Evans2 mostraba la misma cinética y biomasa final que el crecimiento en Evans
original. Mientras que el crecimiento en Evans100, al igual que lo ocurrido en Evans200,
mostraba una biomasa final mayor a la obtenida para el Evans Bajo N (Evans100
DOsponm=0,7; Evans Bajo N DOsoonm=0,3) y un menor tiempo de duplicacién (Evans100:
g=25,5 horas; Evans Bajo N: g=42 horas) aunque con las mismas dificultades para
desprender los polisacaridos una vez centrifugados los cultivos.

Teniendo en cuenta el marcado cambio en la cinética de crecimiento de B. diazoefficiens
al cultivarla en Evans50 con respecto a Evans100, decidimos probar una relacién
intermedia entre estas dos: C/N=70. Ademas, basandonos en los medios reportados en
bibliografia ya publicada (Carlson et al., 1987; Franck et al., 2015; Bren et al., 2016),
decidimos evaluar también la limitacidon de N utilizando glutamato como Unica fuente

de N.
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En este punto resulta importante aclarar por qué seleccionamos NH4Cl y glutamato de
sodio como fuentes de N para realizar nuestros estudios. En primera instancia, elegimos
al NHa* debido a que éste nutriente resulta esencial para las bacterias, y en general es la
fuente de N que mas facilmente asimilan los microorganismos (Reitzer, 2003). EI NH4*
ingresa al interior celular de manera activa a través de los transportadores AmtB vy
debido a su carga, una vez dentro debe ser rdpidamente metabolizado. En B.
diazoefficiens la funcién de asimilacion de NHa* es catalizada principalmente por la GS la
cual mediante el consumo de una molécula de ATP y una de a-cetoglutarato brinda una
molécula de glutamina.

Por otra parte, decidimos evaluar como fuente nitrogenada alternativa al glutamato, un
nutriente que, junto a la glutamina, ha sido reportado como fuente de N “pobre”
(Kaneshiro y Kurtzman, 1982; Salminen y Streeter, 1987; Wang, 2016). Esto se debe a
que el cultivo de bacterias en presencia de glutamato presenta menores velocidades de
crecimiento y menor biomasa final en relacidn a los valores obtenidos al utilizar NH4™.
No obstante, el glutamato provee el 88% del N para la sintesis de los compuestos
nitrogenados que la célula necesita (Reitzer, 2003). En particular, este nutriente es un
aminodcido que se encuentra involucrado en la sintesis de proteinas y otros procesos
importantes del metabolismo celular como la glicélisis, la gluconeogénesis y el ciclo de
Krebs (Berg et al. 2007). Este compuesto puede ser metabolizado por la accién de la
glutamato descarboxilasa (GAD), o por la accién catalitica de la glutamato
deshidrogenasa dependiente de NAD* (NAD-GDH). B. diazoefficiens posee en su genoma
una copia del gen que codifica para una NAD-GDH que no ha sido estudiada aun,
mientras que GDH se encuentra ausente. Suponiendo que la NAD-GDH se encuentre
activa, unavez que el glutamato ingresa a la bacteria, el mismo deberia ser metabolizado
por dicha enzima para dar como resultado una molécula de a-cetoglutarato y una de
NH4*, aportando una fuente de N pero también compuestos carbonados. Este aporte,
probablemente genere un desbalance de los niveles de C/N intracelulares que
conduzcan a la bacteria a detectar una condiciéon de limitacién de N y por ende la lleve
a activar su cascada NSR. Esto podria deberse al aumento de los niveles de o-
cetoglutarato, molécula sefial por excelencia del exceso de C intracelular.

Entonces, considerando estos aspectos, para desarrollar nuevas variantes del medio

Evans mantuvimos la fuente de C en 5 g.I"! de manitol y agregamos 0,4 g.I'* de glutamato
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de sodio para formular el Evans Glutamato (C/N=70); 0,107 g.I"* de NH4Cl para formular
el Evans NH4*(C/N=70), y finalmente 0,4 g.I"* de glutamato de sodio y 0,107 g.I" de NH4Cl
para formular un medio con exceso de N que denominamos Evans NG (C/N=6,8). Los
detalles de las formulaciones de estos medios se describen en el Capitulo 1.2.1y en la
Tabla Ill.3. Cabe destacar que, a pesar de que los medios con escasez de N poseen
diferentes fuentes nitrogenadas (NH4Cl o glutamato de sodio), se buscé obtener para
ambos una misma relacién C/N que, como mencionamos en la Introduccion de este
capitulo, es la relacidn que indica si existe o no una limitacion intracelular de N. Para
lograr equiparar esta relacion en ambos medios también consideramos que el glutamato
provee a la bacteria de compuestos carbonados.

Posteriormente, realizamos las cinéticas de crecimiento de B. diazoefficiens USDA 110
en estos nuevos medios formulados, determinando nuevamente durante 10 dias la
biomasa mediante densidad éptica DOsoonm. LOS resultados obtenidos se observan en la
Figura Il1.8. En este caso también se graficaron como referencia los medios Evans Bajo

N, Evans y Evans Bajo C.
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Figura II1.8 Cinéticas de crecimiento preliminares de B. diazoefficiens USDA 110 a 28 °C con
agitacion a 180 rpm en los medios Evans NG (), Evans Glutamato () y Evans NH4* (4) Como
control también se grafican las cinéticas de crecimiento obtenidas cuando B. diazoefficiens se
cultiva en los medios Evans Bajo C (¥), Evans Bajo N (¢) y Evans (0). La biomasa fue estimada
por densidad dptica a 500nm (DOsoonm) a lo largo del tiempo (dias). Los datos graficados
pertenecen a un experimento de dos experimentos independientes, cuyos resultados fueron
coincidentes.
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Como se puede observar, los medios con relacion C/N=70 ya sea utilizando glutamato o
NHs* como fuente nitrogenada, permitieron alcanzar una biomasa final mucho mas
elevada (DOsponm =2) que la obtenida con Evans Bajo N (DOsgonm =0,3). Mientras tanto,
el crecimiento en Evans NG logré alcanzar una cinética similar al crecimiento en el medio
Evans hasta una DOsgonm = 8.

Para evidenciar la produccién de polisacaridos en estos nuevos medios, luego de
transcurridos los 7 dias de la curva de crecimiento estos cultivos se centrifugaron
durante 10 minutos a 16.000 x g y se evalud visualmente la produccién de los mismos.
Efectivamente pudimos comprobar que tanto los cultivos crecidos en Evans Glutamato
como los crecidos en Evans NHs* presentaban no sélo una mayor cantidad de pellet
bacteriano sino también una alta producciéon de polisacdridos, signo de la probable
limitacion de N (Lépez-Garcia et al., 2001; Quelas et al., 2006). Sin embargo, a diferencia
de los medios anteriores, la gran acumulacién de polisacaridos podia ser eliminada
facilmente mediante inversidn dejando un pellet bacteriano limpio y abundante.

En el caso de los cultivos crecidos en Evans NG los pellets bacterianos obtenidos al
centrifugar en las condiciones anteriormente mencionadas no presentaron produccién
de polisacaridos sino un pellet bacteriano definido y abundante.

En base a los resultados obtenidos decidimos elegir para continuar con nuestros
estudios estas tres formulaciones de medios: Evans NG (medio balanceado sin limitacién

de N), Evans Glutamato (medio limitado en N) y Evans NH4* (limitado en N).

111.2 Caracterizacion fenotipica de B. diazoefficiens USDA 110 cultivada en
los medios Evans NG, Evans Glutamato y Evans NHs*

Para confirmar que los tres medios seleccionados efectivamente representaban las
condiciones de limitacidn (Evans Glutamato y Evans NH4*) y de exceso de N (Evans NG)
deseadas, decidimos en primer lugar realizar nuevamente la cinética de crecimiento de
B. diazoefficiens determinando su biomasa diariamente no sélo a partir de la densidad
Optica a 500nm (DOsoonm) sino también mediante el nimero de células viables por
recuento en placa de las Unidades Formadoras de Colonia por ml (UFC.ml2). En la Figura
1.9 y en la Tabla Ill.4 podemos observar que efectivamente las bacterias cultivadas en

Evans Glutamato y Evans NHa* alcanzan una biomasa final DOsponm mucho menor
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(DOsoonm=2) que las bacterias cultivadas en Evans NG (DOsoonm=8). Hay que tener en
cuenta que la Unica modificacion cuali y cuantitativa entre los 3 medios es la fuente de
N. El mismo fenotipo pudo observarse a partir del recuento de las UFC.ml, a pesar de
que en los tres medios evaluados se mantienen dentro del mismo orden de magnitud

(~10° UFC.ml?) (Figura 111.9).
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FiguraIIL.9 Cinéticas de crecimiento de B. diazoefficiens USDA110 a 28 °C con agitacién a 180 rpm
en los medios Evans NG (®), Evans Glutamato (®) y Evans NH4* (k). En el panel de la izquierda
se muestra la biomasa estimada por densidad 6ptica (DOsoonm) y a la derecha la estimacion del
numero de células viables por recuento en placa de las unidades formadoras de colonias por ml
de cultivo (UFC.ml1).

Los datos corresponden al promedio y la desviaciéon estandar de dos réplicas bioldgicas
independientes. La ausencia de barras de error indica que la desviacion fue menor que el tamafio
del simbolo utilizado.

+

El andlisis de la velocidad de crecimiento (p) de B. diazoefficiens cultivada en Evans NH4
o Evans Glutamato resulté un poco menor que la p obtenida cuando se cultiva en Evans
NG (Tabla 11l.4). Sin embargo, la p obtenida en Evans NHs* no fue tan diferente a la
obtenida para el medio Evans NG, a diferencia de lo que ocurria entre las velocidades
obtenidas en Evans con respecto al medio Evans bajo N (Tabla Ill.1).

De la misma manera, los tiempos de duplicacién de la bacteria en los medios limitados
en N resultaron mayores que el obtenido en el medio con exceso de N. Ademads, las
bacterias cultivadas en los medios Evans NH4* y Evans Glutamato mostraron un tiempo

de duplicacién similar.
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Tabla II1.4 Velocidad de crecimiento W (horas?), tiempo de duplicacién g (horas) y cosecha

maxima (DOsoonm) de la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110 cultivada en medio de Evans NG,
Evans NH4* y Evans Glutamato. Los valores fueron calculados a partir de los datos obtenidos para

las cinéticas de crecimiento (DOsoonm) que se muestran en la Figura I11.9 y muestran el promedio

y la desviacion estandar de dos ensayos bioldgicos independientes.

Evans
+
Evans NG Evans NH, Glutamato
Velocidad de crecimiento | ) 10010 0001 | 0,03433£0,0038 | 0,034610,0022
{horas 1)
Tiempo de duplicacion
15,47+0,04 20,3122,23 20,07+1,30
(horas)
Cosecha maxima (DOsoonm) 8 2,5 2

Posteriormente, y con el objetivo de corroborar que efectivamente el nutriente
limitante en los medios Evans Glutamato y Evans NH4* es el N y no algun otro, cultivamos
la cepa B. diazoefficiens en los medios anteriormente mencionamos durante 6 dias hasta
alcanzar su fase estacionaria. Al llegar a dicho tiempo, adicionamos al cultivo NH4Cl hasta
alcanzar una concentracién de 1,07 g.I"! (concentracidon de NH4Cl que posee el medio
Evans NG). Como control también le adicionamos la misma cantidad de NH4Cl al cultivo
de B. diazoefficiens crecido en medio Evans NG. La Figura 111.10 muestra que las bacterias
cultivadas en los medio Evans Glutamato y Evans NHa* retomaron su crecimiento hasta
alcanzar la misma biomasa final que la cepa cultivada en Evans NG. Mientras que ésta
ultima, al adicionarle NH4Cl a los 6 dias, no varidé su biomasa final. Estos resultados
indican que efectivamente los medio Evans Glutamato y Evans NH4* se encuentran
limitados en N, mientras que en el medio Evans NG este nutriente no es el limitante del

crecimiento.
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Figura II1.10 Efecto de la adicion de NH4Cl a cultivos en fase estacionaria de B. diazoefficiens USDA
110 en los medios Evans NG (), Evans Glutamato (®) y Evans NH4* (¢). En la figura se muestra
la biomasa estimada por densidad éptica (DOsoonm) durante 14 dfas. Las flechas rojas sefialan el
dia 6 en el cual se adiciono a los cultivos crecidos en Evans Glutamato y Evans NH4*, NH4CI para
alcanzar una concentraciéon de 1,07 g.l! equivalente a la del medio Evans NG. Para corroborar
que este ultimo medio no se encuentre limitado en N también se le adicion6 NH4Cl. Los datos
corresponden a un ensayo bioldgico representativo de dos ensayos realizados de manera
independiente con resultados coincidentes.

Para continuar con la caracterizacidon fenotipica de la cepa B. diazoefficiens USDA 110
en estos medios, decidimos analizar los niveles relativos de transcriptos del gen ginll,
indicador de la inanicién de N. Para ello, se cultivd la cepa B. diazoefficiens USDA 110
durante 5 dias en los medios Evans NG, Evans Glutamato y Evans NH4*, y a partir de estos
cultivos, se obtuvo el ADN complementario como se describe en el Capitulo 11.3.6, el
cual se utilizd6 como molde para la reaccién de PCR cuantitativa. Los cebadores
especificos utilizados, ginll_RT_Fw/glInll_RT_Rvy sigA Fw/sigA Ry, se detallan en |la Tabla
11.3.2.

En la Figura Ill.11 podemos observar que la expresion del gen gInll se encuentra
significativamente aumentada en las bacterias cultivadas tanto en Evans Glutamato
como en Evans NH4* en relacidn a la expresion de este gen en las bacterias cultivadas en

Evans NG, indicando nuevamente que el sistema NSR se encuentra mas activado en las
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bacterias cultivadas en los nuevos medios limitados en N que en el medio con exceso de

dicho nutriente.
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Figura II1.11 Expresidn relativa del gen g/n/l en B. diazoefficiens USDA 110 cultivada durante 5
dias en Evans NHa* (1) (A) o Evans Glutamato (m) (B). Los resultados son representativos de al
menos dos ensayos biolégicos independientes que mostraron la misma tendencia. Las barras
representan la desviacion estandar. Los valores se expresan como Rq (el rq se define como 2"
4Act) ytilizando como referencia la expresion en Evans NG (m). Un rq=1 indica la expresion del
gen en la cepa mutante no difiere de la expresién en la cepa salvaje. Un rq>2 indica que el gen
esta sobreexpresado. (*) representa una diferencia significativa.

Finalmente, para confirmar que los resultados obtenidos a partir de la evaluacion de
transcriptos se vieran reflejados en un aumento de actividad enzimatica, realizamos la
determinacién de la misma mediante el método biosintético. Para ello, la cepa B.
diazoefficiens USDA 110 se cultivé durante 5 dias en las nuevas variantes del medio de
Evans (Evans NG, Evans Glutamato y Evans NHs*) y se continué con la metodologia
descripta en el Capitulo 11.5.1.

Los cultivos crecidos en los medios limitados en N, Evans Glutamato y Evans NH4*,
mostraron una actividad enzimatica significativamente mayor en relacién a los valores
obtenidos al cultivar la misma cepa en el medio Evans NG (Figura 111.12). Sin embargo,
podemos observar que la actividad GS total de la cepa cultivada en Evans Glutamato fue
significativamente mayor que cuando se cultiva en Evans NH4* (Figura 111.12). Este
resultado fue llamativo, ya que el disefio de la formulacién de estos medios se llevd a
cabo minuciosamente para obtener en ambos la misma relacién C/N. No obstante,

coincide con los datos bibliograficos que destacan al glutamato como una fuente de N
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pobre e ideal para estudiar el sistema de respuesta al estrés por N. Probablemente las
diferencias observadas se deban a los distintos procesos metabdlicos que deben
desencadenarse para asimilar estas fuentes nitrogenadas como mencionamos
anteriormente en este capitulo. Aun asi, los resultados obtenidos en Evans NH4* también
nos resultaron interesantes, ya que cuando B. diazoefficiens se cultiva en dicho medio,

el sistema NSR se encuentra mas activado en relacién a la cepa crecida en Evans NG.

I Figura II.12 Medida de la actividad

glutamino sintetasa de la cepa B
41 diazoefficiens USDA 110 cultivada en
distintas variantes del medio de Evans
2] durante 5 dfas. La actividad GS total se
I determiné mediante el método
biosintético y los datos se expresan como
DOssonm.min-t.mg de proteinas totales. Las
& G‘\’, & columnas representan el promedio y las

R barras la desviacion estandar de 3 ensayos
é}; biolégicos independientes realizados con 3

Abs660/
min.mg de proteinas

7 N Ry Lo
< (@Q < réplicas técnicas cada uno. (*) representa
& . e
< una diferencia significativa.

Por ultimo, en base a todos los resultados expuestos, que indicaron la activacion de la
NSR en B. diazoefficiens cuando la misma se cultiva en los medios Evans Glutamato y
Evans NH4*, decidimos continuar nuestros estudios de la regulacién del metabolismo de
N con estos medios limitados en N y utilizar como medio de cultivo con exceso de dicho

nutriente el medio Evans NG.

l1l.3 Resumen y discusion

A lo largo de este Capitulo abordamos la busqueda de diferentes medios de cultivo que
nos permitieran obtener condiciones de limitacién y de exceso de N para finalmente
caracterizar los reguladores del metabolismo de N en B. diazoefficiens en los siguientes

Capitulos.
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En una primera etapa caracterizamos nuestra cepa de interés en el medio de Evans
(Evans, 1970) y dos variantes del mismo las cuales habian sido formuladas
especificamente para lograr condiciones metabdlicas de exceso de N (Evans Bajo C) o
limitacion de N (Evans Bajo N). Sin embargo, a medida que comenzamos a profundizar
nuestros estudios, nos encontramos que el cultivo de la cepa B. diazoefficiens en
inanicién de N, nos traia aparejado una serie de complicaciones técnicas que nos
impedian tener la cantidad de biomasa final necesaria y suficiente para realizar futuros
ensayos, y ademas, generaba grandes dificultades para obtener muestras dptimas para
llevar a cabo analisis de expresién génica y de la medida de actividad GS.

En base a estas complicaciones metodoldgicas, decidimos emprender la busqueda de
nuevas formulaciones de medios que nos permitieran tener muestras menos complejas
para finalmente caracterizar nuestro sistema en exceso, y principalmente, en limitacién
de N. Basandonos en datos bibliograficos, y luego de varias pruebas que incluyeron la
variacion de las cantidades de manitol (fuente de C) y de NH4Cl o glutamato de sodio
(fuentes de N) (Tabla Ill.1), encontramos mediante diferencias en las cinéticas de
crecimiento, tres medios que parecian ser los adecuados para evaluar la limitacién de
N, y por ende, la NSR: Evans Glutamato y Evans NH4* con una relaciéon C/N=70; y para
evaluar el exceso de N: Evans NG, con una relacion C/N=6,8 (Figura 111.9).

A partir de las cinéticas de crecimiento pudimos determinar que el cultivo de B.
diazoefficiens en los medios Evans Glutamato y Evans NH4* presentaron un tiempo de
duplicacién significativamente mayor que el observado cuando la bacteria es cultivada
en Evans NG. M3as aln, los cultivos en los medios limitados alcanzaron una menor
biomasa final (DOso0 aproximadamente 2) en relacién a la obtenida cuando se cultivaron
en Evans NG (DOsgo =8) (Tabla 111.4).

Por otra parte, los cultivos de B. diazoefficiens crecidos en Evans NHs* y Evans Glutamato
presentaron un aumento relativo de los niveles de ARNm del gen g/nll que codifica para
la enzima GSll y que se induce en condiciones de escasez de N (Carlson et al., 1987) en
relacion a los niveles obtenidos para los cultivos en Evans NG (Figura 1ll.11). Estos
resultados nos indican que las bacterias cultivadas en los medios Evans Glutamato o
Evans NHa* tienen activada, al menos a nivel de expresién, la cascada NSR.
Adicionalmente, pudimos corroborar que los resultados observados a nivel de

transcripto se vieron reflejados en la funcionalidad de la enzima, indicando que el
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sistema de respuesta al estrés por N se encuentra mas activado en los medios Evans
Glutamato o Evans NH4* que en el medio Evans NG. Asi, pudimos determinar que la cepa
cultivada en los medios Evans Glutamato o Evans NHs* mostré una mayor actividad GS
comparada con la medida para las bacterias cultivadas en Evans NG (Figura 111.12),
indicando que los dos medios seleccionados se encontraban limitados en N. Es
importante destacar que el método biosintético utilizado mide la actividad GS total, es
decir, de todas las isoformas activas de la enzima, y no solamente la activacion de la
isoforma GSII. En los capitulos siguientes ahondaremos en este tema en profundidad.

Finalmente, con los datos recolectados nos propusimos evaluar el sistema de respuesta
al estrés por N en estos tres medios Evans NG, Evans Glutamato y Evans NHs* para
analizar las condiciones del sistema “apagado” (exceso de N) o “encendido” (limitacién
de N). Sin embargo, y debido a que esta problematica de reformulacién de medios se
llevé a cabo una vez que ya habiamos avanzado en gran medida en el estudio del
sistema, decidimos no descartar los resultados obtenidos en los medios con las
formulaciones originales de Evans, Evans Bajo N y Evans Bajo C. Es por esto que los
resultados que se muestran en los capitulos siguientes también corresponden a la

caracterizacion del sistema en estos medios originales.
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Introduccion

Como mencionamos en el Capitulo lll, las bacterias pueden utilizar una amplia gama de
fuentes nitrogenadas que van desde simples compuestos inorganicos tales como NHa*,
N2, NOs y NOy, a compuestos mas complejos que incluyen aminoacidos o compuestos
organicos. Cualquiera sea la fuente nitrogenada utilizada, en primer lugar, ésta debe ser
metabolizada hasta obtener NH4*. Luego, en el caso particular de los rizobios, la via mas
importante para la asimilacidon de este nutriente en vida libre es el ciclo de la glutamino
sintetasa / glutamato sintetasa (ciclo GS/GOGAT). Esto se debe a que, como ya
mencionamos en la Introduccién de este trabajo, estas bacterias carecen de la enzima
glutamato deshidrogenasa (GDH) que poseen muchos microorganismos.

En el ciclo GS/GOGAT, la enzima GS es la responsable de catalizar la reaccion en la cual
el NH4* es incorporado en una molécula de glutamato para producir otro aminoacido

con mayor contenido de N, la glutamina (Darrow, 1980).

Glutamato + NHs* + ATP > Glutamina + ADP +P; +H* (en presencia de Mn*? o Mg*?)

La glutamina por su parte provee el N para la biosintesis de los mondémeros de los acidos
nucleicos, proteinas, diversos cofactores y otros compuestos de importancia bioldgica,
lo que convierte a la GS en una de las enzimas clave del metabolismo del N.

Una particularidad de la enzima GS es que se encuentra altamente distribuida en la
naturaleza, puede encontrarse tanto en bacterias y arqueas como en tejidos animales y
plantas. En el caso de nuestra bacteria de estudio, B. diazoefficiens USDA 110, se han
descripto hasta el momento la presencia de dos isoformas de GS, a diferencia de las
enterobacterias que sélo tienen una. Como ya mencionamos en capitulos anteriores,
estas isoformas se denominan GSl y GSII (Carlson et al., 1985; Carlson et al., 1987), y
estdn codificadas por los genes g/nA y ginll respectivamente.

Al iniciar nuestro trabajo, detectamos mediante busquedas en las bases de datos
gendmicos la presencia de mds de una copia putativa para el gen glnA en el genoma de
B. diazoefficiens USDA 110 (Kaneko et al., 2002), mientras que para GSll solamente
encontramos una copia del gen que la codifica. Las distintas copias de g/nA no han sido

descriptas ni estudiadas hasta este momento. Por lo tanto, dada la importancia de esta
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enzima en el metabolismo de N, nos preguntamos si todas las copias son funcionales, y
de ser asi, en qué condiciones se activan. Ademads, nos resultd interesante investigar si
todas las copias de GInA estan involucradas en la asimilacién de NH4* y finalmente, si
pueden reemplazarse unas a otras.

Con el objetivo de intentar responder alguna de estas preguntas, nos propusimos
profundizar en el estudio de cada una de ellas. En primer lugar, realizaremos un analisis
in silico de las diversas secuencias encontradas para las posibles GS de B. diazoefficiens.
Ademads, abordaremos la construccién de mutantes delecionales de cada una de los
genes que las codifican para luego llevar a cabo un analisis fenotipico de las cepas
obtenidas y, de esta manera, intentar dilucidar el rol que cumplen cada una de ellas en

B. diazoefficiens.

IV.1 Analisis bioinformatico de las posibles copias de la enzima GS

Al comenzar con el estudio de las GSs observamos que en las bases de datos gendmicos
como Pubmed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) o} Microbesonline
(www.microbesonline.org), las busquedas del gen g/nA nos arrojaba como resultado la
presencia de varias copias putativas de dicho gen en el genoma de B. diazoefficiens
USDA 110 (Kaneko et al., 2002), anotados en todos los casos como glutamina sintetasa.
Debido a esto, decidimos nombrar como g/nA1 (ORF blr4949) a aquella copia que ha
sido originalmente detectada por homologia de secuencia con g/nA de E. coli (Carlson et
al., 1985), y las siguientes copias se denominaron al azar como g/lnA2 (blr4835), gIinA3
(bl11069) y gInA4 (blr2084). Por otra parte, la busqueda en bases de datos del gen ginli
arrojo un uUnico resultado que corresponde al ORF blr4169.

Como podemos observar en la Figura IV.1, las distintas copias de g/hA de B.
diazoefficiens se encuentran dispersas en el genoma. En general, la disposicidén génica
de g/nA en los genomas depende de la especie bacteriana que se esté estudiando. En E.
coli, y otras enterobacterias en las que se ha descripto ampliamente el reguldn Ntr, el
gen g/nA se encuentra formando parte del operdn ntr, junto a los genes que codifican el
sistema de dos componentes NtrB-NtrC (Schumacher et al., 2013; van Heeswijk et al.,

2013).
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En cambio, en B. diazoefficiens, como en muchas otras bacterias pertenecientes a las
familias Rhizobiaceae y Bradyrhizobiaceae, g/inA1 (de 1410 nt) se encuentra ubicado de
manera adyacente a g/nB formando parte de una unidad transcripcional (Martin et al.,
1989; Chiurazzi et al., 1990; Arcondéguy et al., 1996). En el caso de g/nA2 (de 1431 nt)
pareciera expresarse de manera independiente, mientras que g/nA3 (de 1437 nt) se
encontraria formando parte de un operdn con el gen blrl070 que codifica para una
enzima dioxigenasa. Por su parte, ginA4 (de 1338 nt) parece expresarse en conjunto con
los genes blr2082 y blr2083 (codificando proteinas hipotéticas). Finalmente, ginll (de
1035 nt) se expresaria de manera independiente. Los datos de coexpresidon de los genes

mencionados anteriormente se obtuvieron del servidor www.microbesonline.org.

A

bli4947 I—ﬁm_48>—l bir4949 '>—< bli4950 |—< bli4951__—
V

ginB ginAl
—M’ﬁ>—l blr4835 > _bslag36 K bll4837 —
ginA2
%bllloe;s |—< bl11069 I-W—I blr1071 >-|b|r1072>—
glhA3
—Luz%;)-lﬂiﬂ* blr2084 >—< blI2083 —
ginA4
bsl4167 bli4168 bir4170 >—| bird171 F
ginli

Figura IV.1 Representacion del entorno genético y la disposicion de los genes que codifican para
las glutamino sintetasas de B. diazoefficiens USDA 110. En cada seccién del genoma
esquematizado se representan coloreados los genes correspondientes a las glutamino sintetasas
y aquellos genes adyacentes que se coexpresan (los datos de coexpresién se obtuvieron del
servidor www.microbesonline.org). En gris se representan los genes adyacentes que tienen
expresion independiente y que no se encuentran involucrados en el metabolismo del N.

Como primera aproximacion para estudiar las multiples copias putativas de las enzimas
glutamino sintetasas de B. diazoefficiens, decidimos evaluar, mediante diversos

programas bioinformaticos, las caracteristicas de las secuencias de aminodcidos de
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dichas proteinas. A través del servidor ScanProsite
(www.prosite.expasy.org/scanprosite), llevamos a cabo un anadlisis de sitios
caracteristicos donde pudimos observar que sélo las secuencias de GInAl, GInA2 y GSII
presentaban una region caracteristica de GS (secuencia resaltada en verde en la figura)

y una regién de unién a ATP (resaltada en amarillo) (Figura 1V.2).

GInAl (blr4949

MKTAKDVLKSIKDN DVKYVDLRFTDPRGKWOHVTFDVSMIDEDIF AEGTMFDESSIAGWREINESBVIEL  POPY TATIDPF FAETTMVITCOVLE
PTTGEPYMRDPRGIAKKAEAMYKSMGY GOTVFYGPEAEFFVF DOVRFS5SPYNTGFRLDSSELPTNTDTEYEGGHNLGHRVRTKGGYFPYPPODSY
QDMRSEMLGAMAKMGYKVEKHHHEVASAQH ELGMKF DTLTLMADHLQIY KYCIHOQVAHIYGKTATF MPKPYYGDNGS GMHVHASIWKDGK
PVFAGMKYADLSETCLHYIGGIKHAKAINAFTNPSTNS YKRLVPGYEAPYLLAYS ARNRSASCRIPYTASPKAKRVEVRFPDPLANPYLGFAAMLMA
GLDGIKN KIDPGPAMDKDLY DLPKEELKQI PTVCGSLREALENLDKDR AF LKAGGYF DDDFIDSYIELKMTEVER FEMTPHPVEFDMYYS G
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MOALRTEMVLTMESLGIQIEAH HHEVATGG QN EIDMR FTTLTRMADNLMIYKYVVKNTAHQH GKTATFMPKPLFEDNAS G MHVHOSLWKGE
TNLFYDKGDYAELSOLGRYYIGGLLS HAWALCGLCAPTTINSYRRLVPGYEAPINLYYS QRNR SACCRIPMYSPNPRAKRYEFRSPDPSCN PYLAF AA
MLMAGLDGIDKQIDPES PIDKNLY DLPPTEAKEVKS TPGSLDOALDALER DHAFLLRGDVFTADVIETWLDYKRKKEY DPIRLRPHPYEF HLYY DI
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ADVLMVADPTTFRVLPWAPTTGWWLCDLHFNDGRPYVPFATRGLY RKVLDELAGRGHDFVAGLEVEFH IFKLDDPH MR AEDAGOPGTPRSVSLLS
HGYOYLTEQR FDOMEPVLEILRRDVYALGLPLR SVEVEFGPSOCEFTFAPR KGLEFADN MV LFRSAVKOIARRHG YHATFMCR PKLPMNLF ASGWH
LHOSIVSRTSGENQF MAQAGG EPLSAFGRAYLAGLLDHARAS AVFTTRTINGYKRYRSYS LAFDRAIW GRDNRGVMIRVLGAAGDAATRLENRIG

EPAANPYLYMASQILSGLDGVDRKLDPGPSADTPYETKAPLLPES LR DAV AAL KEDPFFREKFGAEFYDYYTHIKMAEIDR FLAEVTDWEHR EYFEM

F
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YLAEFTGAHENICPRGVLRKVLRRAADHGYDCTAGFEFEFILFKENADTIEEKPF GEWAPLTRGPFGYSIARS IAQHELFGEILALCEKARIPLSGLHFET
GPGYVVEASLRHCDALEAADRATIFKS MIKAWACQTRG MMATFMAKVSEKWPGOSGE HIHISMSSDSONARY DG DAFGNVSDLMRQFIAGOLEY
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RATILDDAGAWFGFEQEYFFYKDGRPLGF PTSGYPAPQGPYYTGYEFSNYGDVARKIVEEHLDLCLAAGINHEGINAEVAKGOWEFQIF GKGSKK
AADEMWMARYLMLRLTEKYGIDIEF HCKPLG DTDWNGSGMHANFSTEY MR TVE GKEYF EALMAAFDKNLMDH IAVYGPDNDKRLTGKHETA
PWINKFSYGVADRGASIRVPHSFVNNGYKGYLEDRR PNSOGDPYOIASQILKTISSVRTEKKAVA

Figura IV.2 Analisis de regiones caracteristicas de las secuencias proteicas de las enzimas glutamino
sintetasas de B. diazoefficiens USDA 110, realizado a través del servidor online ScanProsite
(www.prosite.expasy.org/scanprosite). La region caracteristica de GS se resalta en verde, la region
deunién a ATP se resalta en amarillo y la regién donde se lleva a cabo la adenilacién/deadenilacién
(inactivacidn/activacion) de las proteinas GSI se resalta en celeste.

Ademas, en las secuencias de GInAl y GInA2 se detectd la regidon caracteristica de las
isoformas GSI, donde se lleva a cabo la adenilacion/deadenilacién
(inactivacidn/activacion) de la proteina (resaltada en celeste), secuencia que no se

encuentra en la isoforma GSII ya que no se regula por adenilacién. LLamativamente, en
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las secuencias de GInA3 y GInA4 no fue posible detectar ninguna de estas tres regiones
(Figura 1V.2).

Estos datos resultaron coincidentes con el analisis de dominios de dichas secuencias
(utilizando el servidor online Pfam - www.pfam.xfam.org/search/sequence), donde
pudimos observar que sélo GInA1, GInA2 y GSll poseian los dos dominios caracteristicos:
un dominio N-terminal de plegamiento beta-Grasp (en el que se encuentra la regién
caracteristica GS) y un dominio catalitico en el extremo C-terminal (en el que esta el sitio
de unién a ATP y de adenilacién para el caso de las GInA). A partir de las secuencias de

las copias GInA3 y GInA4 sélo se pudo detectar la presencia del dominio catalitico (Figura

IV.3).
GinAl GinAZ . G5
— Gln:synta€) — Gln:svataC — —Gln,s_\'nl:@'—
GinA3

GinAg

—C 121 114 — (— 111 5T G —

Figura IV.3 Analisis de dominios de las proteinas glutamino sintetasa de B. diazoefficiens USDA
110 (utilizando el servidor onl/ine Pfam). En la Figura se observan el dominio N-terminal de
plegamiento beta-Grasp (verde) y un dominio catalitico en el extremo C-terminal (rojo).

De manera similar, cuando alineamos las secuencias proteicas (mediante el servidor
online ClustalO- www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) de las copias putativas GInA2,
GInA3 y GInA4, en relacién a la copia GInA1l, y las comparamos a través del programa
BLAST (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) pudimos observar que el porcentaje de
identidad entre GInAly GInA2 es de un 53% (Figura IV.4 — Panel A), mientras que GInA1l
con GInA3 y con GInA4 tan sélo tienen un 29% y un 26% de identidad, respectivamente
(Figura IV.4 — Paneles B y C).

Ademads, podemos observar que los sitios caracteristicos obtenidos a través del servidor

ScanProsite para GInAl no se encuentran conservados en las copias GInA3 y GInA4,
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diferencia mas exacerbada (Figura IV.4 —
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Figura IV.4 Alineamiento de las secuencias proteicas (mediante el servidor on/ine ClustalO) de las
distintas GS de B. diazoefficiens USDA 110. Tomando como referencia la copia GlnA1, se compara
con las secuencias proteicas de A) GlnA2, B) GlnA3, C) GInA4 y D) GSII. Las regiones resaltadas
corresponden a la regidn caracteristica de GS (verde), laregidon de uniéon a ATP (amarillo) y el sitio
de adenilacién/deadenilacién de las proteinas GSI (celeste). Se resaltan en colores mas oscuros

aquellos aminodacidos que no coinciden exactamente con la secuencia de GInA1.

Por su parte, cuando comparamos la secuencia proteica de la isoforma GSll con la copia

GInA1l, encontramos que el porcentaje de identidad entre ellas es bajo, de tan sélo 24%.

Sin embargo, ambas secuencias proteicas poseen los sitios caracteristicos de GS y el sitio
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de unién a ATP como mencionamos anteriormente (Figura IV.2). Como es de esperar,
las secuencias de estas regiones caracteristicas en GSIl y GInAl no son exactamente
iguales (Figura IV.4 — Panel D), pero pueden ser reconocidas como tales por el servidor
ScanProsite y probablemente lleven a cabo la misma funcién.

Para completar estos andlisis, llevamos a cabo un modelado de las probables proteinas
GS utilizando el programa Phyre2 (www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2 -Kelley y Sternberg,
2009). Nuevamente, encontramos una mayor similitud entre la estructura predicha para
las copias GInAl y GInA2 (Figura IV.5), mientras que las copias GInA3 y GInA4 se
diferencian de GInAly GInA2, ya que parecieran carecer de una regién de plegamiento
[dmina beta (indicadas en la Figura IV.5 con flechas blancas). Asimismo, y como era de
esperar, el modelo de estructura proteica predicha para GSlI difiere de los modelos para

GSI.

GSI GSH

Figura IV.5 Representacién de los modelados proteicos predichos para las distintas
copias/isoformas de las glutamino sintetasas de B. diazoefficiens USDA 110. Los modelos de
homologia fueron desarrollados mediante el programa onl/ine Phyre2 (Kelley. y Sternberg,
2009). Los colores del arcoiris indican el camino desde el extremo N (rojo) al C terminal (azul).
Las flechas blancas indican la region del plegamiento de lamina beta que se encuentra presente
en las copias GInA1 yGInA2 y ausente en las copias GInA3 y GInA4.

Finalmente, para completar nuestros estudios, realizamos un analisis evolutivo de las

secuencias mediante la construccidn de un arbol filogenético (Figura IV.6).
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Para llevar a cabo la construccién del arbol se obtuvieron las secuencias de las enzimas
GSI de diversas bacterias evolutivamente cercanas a B. diazoefficiens y secuencias de las
GSII para enraizar el arbol. Mediante esta busqueda de secuencias pudimos confirmar
que la presencia de multiples copias para g/nA no es una caracteristica Unica de nuestro
rizobio de interés, sino que también es posible encontrarlas en muchas otras bacterias
dentro de las familias Rizobiaceae y Bradyrhizobiaceae. Incluso, se ha reportado ya hace
varios afios que en bacterias como E. meliloti, Rhizobium etli o R. legquminosarum existe
una tercer isoforma de GS, la que se denomind GSllII (codificada por el gen gInT), que
sélo tiene un 28 % de identidad con las GS de otras bacterias (de Brujin et al., 1989;
Chiurazzi et al., 1992; Shatters et al., 1993).

El andlisis del drbol filogenético obtenido para las distintas GSs (Figura IV.6) nos arrojé
que las copias g/lnA1 y ginA2 de B. diazoefficiens se encuentran ubicadas dentro de un
mismo grupo, mientras que las copias g/InA3 y ginA4 se encuentran en grupos diferentes
y distantes de las copias 1y 2. Incluso, g/nA3 se encuentra cercana a ginT (GSIIl) de E.
meliloti 1021.

Resumiendo, los resultados de estos analisis bioinformaticos, hemos encontrado que
GInAly GInA2 son enzimas que pertenecen a la familia de la isoforma GSI. Mientras que
las copias GInA3 y GInA4 parecerian estar mas alejadas y pertenecer a una familia

diferente de GS.

IV.2 Obtencion de cepas mutantes en las enzimas glutamino sintetasas

Las enzimas GS ejercen un rol muy importante en el flujo metabdlico del N en vida libre.
Como la actividad de esta enzima y su regulacién ha sido poco estudiada en B.
diazoefficiens, resulta de interés profundizar el papel que juegan GSI y GSIl en la
asimilacidn y el reciclado de N intracelular en los rizobios en vida libre. Debido a esto, y
dada la relevancia de estas enzimas nos propusimos obtener cepas mutantes en las

diversas copias de las glutamino sintetasas.
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IV.2.1 Obtencion del mutante delecional en el gen gInll (que codifica para la
enzima GSllI)

La estrategia general que elegimos para llevar a cabo la mutagénesis del gen g/nll implica
la obtencién de un mutante delecional de dicho gen a partir de una doble recombinacién
homdloga y la insercidn de un cassette que confiere resistencia a kanamicina. Dado que
el gen gInll, no se encuentra formando parte de ninguna unidad transcripcional (Figura
IV.1), el reemplazo de dicho gen por un cassette de resistencia no deberia afectar la
expresion de los genes vecinos.

Para esta estrategia, se propuso insertar en el plasmido pG18mob2 (un vector suicida
en rizobios) dos fragmentos homodlogos a los extremos 5" y 3” del gen de interés,
separados por el gen que confiere resistencia a Km.

La obtencion de la construccidon necesaria para generar el mutante en el gen ginll se
inici6 como parte de mi Trabajo Final de Licenciatura (Lamelza, 2013), por lo que en la
estrategia general descripta en la Figura IV.7 sélo se muestran los pasos llevados a cabo
en el presente trabajo para culminar la obtencién del mutante. En este contexto,
durante el trabajo previo, se logrd insertar en el pG18mob2 el fragmento homdlogo al
extremo 3’del gen ginll y el cassette de resistencia a Km, obteniéndose el plasmido
pG18mob::/I3::Km.

Sin embargo, cuando intentamos insertar directamente el fragmento homélogo al
extremo 5° de glnll en el plasmido pG1l8mob:://3"::Km, se presentaron grandes
dificultades en el clonado, como se detalla en Lamelza, 2013. Estos inconvenientes nos
llevaron a pensar que alguno de los sitios de restriccion que se habian adicionado a los
cebadores gInll 5'FW / gInll 5'Rv (detallados en la Tabla 11.3.1) probablemente contenian
algln error en su secuencia haciendo que la digestién enzimatica no se llevara a cabo
correctamente por lo que decidimos disefiar una nueva estrategia. Para ello, nos
propusimos clonar en primer instancia, el fragmento 5" en el vector pG18mobLK y luego
subclonarlo al pG18mob:://3"::Km, utilizando los sitios de restriccidn que confiere el sitio
de multiple clonado del plasmido pG18mobLK.

En primer lugar, se amplificé por PCR el fragmento 5 utilizando los cebadores ginll 5'FW
/gInll 5°Rv y la enzima PFU polimerasa para obtener un fragmento de extremos romos

de 451pb, como se observa en la Figura IV.7 — gel a. Paralelamente, se obtuvo el ADN
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plasmidico del pG18mobLK y se lo digirié con la enzima Smal para obtener el plasmido
linealizado con extremos romos (Figura IV.7 — gel b). Finalmente, se procedié a llevar a
cabo la ligacién del fragmento y el plasmido linealizado. La insercidon del fragmento 5°
en el pG18mobLK se chequed por PCR utilizando los cebadores universales M13(-40) Fw
/M13(-40) Rv que hibridan Gnicamente en el plasmido y por fuera del sitio multiple de
clonado, esperando obtener un fragmento de 666pb. En la Figura IV.7 — gel ¢ puede
observarse que se obtuvo un Unico clon que posee el fragmento deseado.

A partir del ADN plasmidico del clon seleccionado se llevd a cabo una digestion
enzimdtica con Kpnl para liberar nuestro fragmento de interés (Figura IV.7 — gel d). En
particular, se selecciond la enzima Kpnl ya que el pG18mobLK, como se indica en el
esquema de la Figura IV.7, posee 2 sitios de restriccién para Kpnl ubicados en los
extremos del sitio multiple de clonado y por fuera del sitio Smal donde se inserté el
fragmento 5. A la vez se llevd a cabo la digestion enzimatica del pldsmido

pG18mob::/I3"::Km con la enzima Kpnl para linealizarlo (Figura IV.7 — gel d).
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Figura IV:7 Esquema general de la estrategia de clonado del fragmento 5” del gen g/n// en el
plasmido pG18mob:://3"::Km. A los lados de los geles se indican los pesos moleculares de los
fragmentos de interés (naranja) y del marcador de peso molecular (celeste).
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Posteriormente, se ligd el plasmido linealizado con el fragmento liberado con Kpnl.
Como resultado de la ligacién pueden obtenerse dos posibles orientaciones (Figura IV.8
— Panel A). Una de ellas con el fragmento insertado en la orientacion deseada
(orientacion 1) y otra con el fragmento en la orientacién invertida (orientacion 2).

Las colonias obtenidas luego de la transformacién se chequeron por PCR utilizando la
combinacion de los cebadores M13(-40) Rv y glInll 5'Rv (ver secuencia Tabla 11.3.1).
Como muestra el esquema de la Figura IV.8 — Panel A al utilizar este par de cebadores
solo se obtendra la amplificacion de un fragmento de 495pb en aquellas colonias que
contengan el fragmento 5’en la orientacidn deseada (orientacién 1).

En la Figura IV.8 — Panel B se puede observar que como resultado de la PCR con los
cebadores M13(-40) Rv y glnll 5'Rv se obtuvieron dos colonias con el fragmento 5’en la
orientacién correcta. Se selecciond una de ellas, se extrajo el ADN plasmidico y se
confirmé la presencia del fragmento de interés mediante digestién enzimdtica con la
enzima EcoRl liberdndose un fragmento de 430pb (Figura IV.8 - Panel C). Luego, esta
construccion se secuencié y se la denomind pFL4169. Finalmente, el pldsmido pFL4169
se transfiri6 a E. coli S17-1 y se llevd a cabo la conjugacién biparental con B.

diazoefficiens USDA 110 como se describié en el Capitulo Il.

A) ORIENTACION 1 ORIENTACION 2
5 15
g|n|| g||'||
EcoRl
N \ £coRl P! \mc;\ Kpnl
9“
W Km' ,‘_Q“\ \ Km"

glnll 5°Rv

M13(-40) Rv M13(-40) Rv glnll 5'Rv

pG18mob2::1i3"::Km::II5"
4934pb

pG18mob2::/i3"::Km::/I5"
4934pb

ginii 3 ginll 3°

Figura IV.8 Mapa esquematico de las orientaciones que se pueden obtener mediante la ligaciéon
del pG18mob2::/I3::Km y el fragmento //5° y confirmaciéon de la obtencién del vector
pG18mob2:://3"::Km:://5". A) Esquema de los posibles resultados de la ligaciéon del
pG18mob2:://3"::Km y el fragmento 5°del g/n// digeridos Kpnl. Ademas, se esquematizan los
sitios de hibridacién de los cebadores M13(-40) Rv y gInll 5'Rv utilizados para los chequeos de
construccion. A la izquierda se muestra el vector con la orientacién 1 (vector deseado) y a la
derecha, se muestra el vector con la orientacién 2 con el fragmento 5” del g/n//invertido.
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Figura IV.8 - Continuacién B) Fragmentos amplificados mediante la PCR con cebadores M13(-40)
Rv y gInll 5°Rv sobre ADN obtenido por lisis bacteriana de los clones obtenidos de la ligacién de
pG18mob2::/i3"::Kmy el fragmento 5°. C) Fragmento obtenido por digestion enzimatica con £coRI
del plasmido pG18mob2:://3"::Km:: /75" clon 5 que confirma que el clon posee la orientacién 1.

Inicialmente, se seleccionaron los transconjugantes Cm" (resistencia conferida por B.
diazoefficiens) y Km" (resistencia conferida por el cassette insertado entre el fragmento
5y el 3°). Las colonias transconjugantes obtenidas se repicaron en cajas réplicas Cm-Km
y Cm-Km-Gm y se seleccionaron aquellas colonias Km" Gm® (indicando la presencia del
cassette de resistencia a Km pero lo ausencia del plasmido que confiere resistencia Gm).
Finalmente, la obtencidén del mutante se chequed mediante PCR utilizando el cebador
Cheq_glInll_Fw que hibrida por fuera del sitio de recombinacion del extremo 5°del ginl/
y el cebador Km Rv que hibrida en el cassette de resistencia a Km. Como producto de la
PCR obtuvimos un fragmento de 1100pb (Figura IV.9 — gel a). Para comprobar que la
recombinacion por el extremo 3° de glnll también se llevd a cabo exitosamente, se
realizé otra PCR utilizando el cebador Cheqg_glnll_Rv que hibrida por fuera del sitio de
recombinacion del extremo 3°del ginll y el cebador Km Fw dando como resultado un
fragmento de 840 pb (Figura IV.9 — gel b). En ambos casos, se obtuvieron los fragmentos
esperados, los cuales se purificaron y se secuenciaron de manera de corroborar que la
insercidn se produjo en el lugar del genoma deseado y que efectivamente se obtuvo el

mutante en el gen g/nll el cual se denomind Aglnll.
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Figura IV.9 Obtencién del mutante Ag/n// por doble recombinacién homoéloga, y posterior
confirmacién del mismo. En la parte superior de la figura se observa un esquema de la estrategia
de doble recombinacién homdloga y el sector del genoma que se propuso delecionar en la cepa
salvaje B. diazoefficiens USDA 110 (recuadro gris) asf como también el esquema de la regién
génica obtenida luego de la recombinacién con la insercidon del cassete Kmr que da como
resultado la cepa mutante en g/n/l (recuadro celeste). Ademas, se esquematiza el sitio de
hibridacién de los cebadores Cheq_glnll_ Fw/ Km Rv y Cheq_gInll_Rv/ Km Fw utilizados para
corroborar la obtencién del mutante Ag/n/l. En la parte inferior se observan las amplificaciones
obtenidas por PCR con los cebadores Cheq_gInll_Fw/ Km Rv (gel a) y Cheq_glnll_Rv/ Km Fw (gel
b) que confirman la obtencién de la cepa mutante. A los lados del gel se indican los pesos
moleculares de los fragmentos de interés (naranja) y del marcador de peso molecular (celeste).
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IV.2.2 Obtencion de cepas mutantes en los genes que codifican para las enzimas
GS/

En base a los datos bioinformaticos obtenidos al analizar las secuencias de las GSl 'y con
el objetivo de profundizar en el estudio de estas enzimas en B. diazoefficiens USDA 110,
nos propusimos obtener mutantes en los genes que codifican para las distintas copias
de GSI: glnA1, gIinA2 y un doble mutante glnA1gInA2. Sin embargo, teniendo en cuenta
algunos resultados observados cuando comenzamos a caracterizar las cepas mutantes
en g/nA que habiamos construido hasta ese momento, y dado que g/nA3 pareciera ser
similar a la GSIll de E. meliloti (al menos se agrupa en el arbol filogenético cerca de ginT),
nos propusimos también delecionar esta copia aunque no posea las regiones
caracteristicas de las GSI.

Para la obtencidn de los mutantes de las GSI se llevaron a cabo distintas estrategias. En
particular, para la delecidn de glnA1 se llevé a cabo la estrategia que se muestra en la
Figura IV.10. Se utilizaron los cebadores ginAl Fw y gInA1 Rv (ver secuencia en Tabla
11.3.1) para amplificar, mediante PCR con la enzima PFU polimerasa, un fragmento romo
de 1708pb que contenia el gen g/nA1 completo y parte de las zonas flanqueantes al
mismo (Figura IV.10 - esquema y gel a). Simultdneamente, se realizé una extraccion de
ADN plasmidico del vector pBlueScriptSK(+) (Stratagene), el cual posee en su sitio
multiple de clonado la regidon de corte para la enzima de restriccion EcoRV que nos
permite obtener un plasmido lineal con extremos romos. El pBlueScriptSK(+) se digirié
con dicha enzima (Figura IV.10- gel b) y se ligd con el fragmento de extremos romos que
contenia el g/nAl, obteniéndose la construccién pBlue::ginAl. Luego, utilizando los
sitios de restriccion Hindlll y Xbal del sitio multiple de clonado (MCS) del plasmido, se
liberé el fragmento que habia sido inicialmente clonado y se lo transfirié al vector
pK18mobSacB (Schafer et al.,, 1994) (que previamente habia sido digerido con las
enzimas Hindlll y Xbal) (Figura 1V.10- gel c). De esta manera, obtuvimos el vector
pK18mob::g/nAl conteniendo el gen ginA1 completo.

Finalmente, a partir de los sitios de restriccion Xhol que se encuentran en el interior del
gen g/nA1 se llevd a cabo una nueva digestion enzimatica permitiendo la liberacion de
un fragmento de 975pb perteneciente a la regién media de dicho gen. Esta digestion y

posterior re-ligacion del plasmido permite mantener dos regiones homélogas al genoma
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de B. diazoefficiens de 400pb rio arriba de la regidon eliminada y de 333pb rio abajo de la
misma. Estas regiones serdn las utilizadas posteriormente para llevar a cabo la doble
recombinacion homéloga que conducira a la delecion de g/inA1 y la obtencién de la cepa
mutante. Se corrobord por PCR, utilizando los cebadores ginA1l_Fw y gInA1l_Rv, que el
pldsmido pK18mobSacB contenga el gen glnAl truncado (Figura IV.10- gel d) y
posteriormente mediante secuenciacién. La construccién obtenida se denomind

pFLA4949.

P Digestion
- ) enzimatica

ginALFw _s, & BINALRV con EcoRV
EcoRY
i
Fragmento 1708ph

con extremosromos

pBlueScript SK(+}

Mo i 2958pb
2027ph ‘
- — 170800

564pkh — M 1 2
Gela:
M- Marcador de peso moiecular A Hindlil
i- Fragmento amplificado por PCR {1708ph} vl
utitizande los cebadores ginAl Fw /ginAlRvy 4361ph
ADN de resina de B. digzoefficiens USDA 110 — —

2322ph — 2958ph

et
2027pp — -

564ph —
Ligacion

Gelh:

M- Marcador de peso molecuiar AHindlll
1- pBiueScript SK{+} digerido EcoRV
{2958pb)

2- pBiueScript SK{+} sin digerir

pBlue::ginAl

Figura IV.10 Esquema de la estrategia de clonado para la construccién del vector pFL4949
empleado para realizar la delecién de g/nA1 (blr4949) en B. diazoefficiens USDA 110. A los lados
del gel se indican los pesos moleculares de los fragmentos de interés (rojo) y del marcador de
peso molecular (celeste).
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Figura IV.10 Continuacién Esquema de la estrategia de clonado para la construccién del vector
pFL4949 empleado para realizar la delecién de g/inA1 (blr4949) en B. diazoefticiens USDA 110 y
chequeo de la construcciéon obtenida. A los lados de los geles se indican los pesos moleculares de
los fragmentos de interés (rojo) y del marcador de peso molecular (celeste).
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Una vez obtenido el vector pFL4949 se introdujo en una cepa E. coli S17-1 y se movilizé
a B. diazoefficiens USDA 110 mediante una conjugacién biparental como se detalla en el
Capitulo Il. La seleccidn de transconjugantes se llevd siguiendo la estrategia descripta
por Sukdeo y Charles (2003) como se detalla en el inciso 11.3.12. Brevemente, se
seleccionaron los transconjugantes Km' y se realizd la segunda seleccién en el medio
YEM-sacarosa 10% (con el objetivo de inducir la segunda recombinacién homdloga). De
las colonias capaces de crecer en YEM-sacarosa 10% se seleccionaron aquellas Km*-Cm".
La delecién de glnA1 se corrobord mediante PCR con cebadores externos a los sitios de
recombinacién Check_gInAl_Fw/Check_gInAl _Rv (ver secuencia en Tabla 11.3.1 y
Figura IV.11) y posteriormente se secuencié verificdndose la delecion del gen en el lugar

correcto. El mutante obtenido se denominé AglnAl.

P1:ginAlFw
P2: ginAlRv
P3: Cheqg_ginAl_Fw
P4: Cheqg_ginAl_Rv

177900 — A - SR :222::: M- Marcador de peso molecular Ladder100 plus
- . — 1000pb 1- Fragmento amplificado por PCR {1779pb) utilizando

go4pb cebadores Cheq ginAl Fw/Cheg ginAl Rv y como moide

- 500pb ADN de B. digzoefficiens USDA 110

—_— 2- Fragmento ampiificado por PCR {804pb) utilizando

= cebadores Cheg ginAl Fw/Cheg ginAl Rv y como moide
ADN de iz cepa mutante
— 100ph

Figura IV.11 Mapa esquematico del gen g/nAI (blr4949) y confirmacién mediante PCR de la
obtencién del mutante Ag/nA1. En la parte superior de la imagen se observa un esquema del sitio
de hibridacién de los cebadores Cheq_glnA1l_Fw/Cheq_glnA1_Rv enla cepa salvaje B. diazoefficiens
USDA 110 (recuadro gris) y en la cepa mutante en g/nA1 (recuadro rosa). En la parte inferior se
observa la amplificaciéon que confirma la obtenciéon de la cepa mutante mediante PCR con los
cebadores mencionados anteriormente. También se incluye como control la amplificacién obtenida
parala cepasalvaje. Aloslados del gel se indican los pesos moleculares de los fragmentos de interés
(rojo) y del marcador de peso molecular (celeste).
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La estrategia utilizada para la obtencién del mutante en la copia g/nA2 (blr4835) se
detalla en la Figura IV.12. En primer lugar, se amplificaron por PCR fragmentos
flanqueantes al gen de interés utilizando los cebadores gInA2 5'Fw/ gInA2 5'Rv
obteniéndose un fragmento de 270pb rio arriba del gen glnA2 (PCR1) y el par de
cebadores gInA2 3'Fw/ gInA2 3'Rv que amplifican 314pb del extremo 3’del gen glnA2
(PCR2) (Figura IV.12 - gel a). Las secuencias de los cebadores utilizados se encuentran
detalladas en la Tabla 11.3.1. Estos cebadores fueron disefiados para introducir en el
extremo 5” del cebador Reverse de la PCR1 una secuencia sintética de 21 nucledtidos y
en el extremo 5° del cebador Forward de la PCR2 la secuencia sintética complementaria.
Estas secuencias complementarias, a su vez, tienen incluido un sitio de corte para la
enzima de restriccion BamHl.

Una vez obtenidos los productos de las PCR1 y PCR2, los mismos se utilizaron en
cantidades iguales como ADN molde para llevar a cabo una tercer PCR (PCR3) utilizando
la combinacién de cebadores glnA2 5°Fw/ gInA2 3'Rv. El producto final obtenido (de
576pb) contiene la regidn rio arriba del gen a delecionar unido por la secuencia sintética
alaregién 3" del mismo (Figura IV.12 - gel b). A partir del fragmento de la PCR3 se llevo
a cabo la digestidn enzimatica del mismo utilizando las enzimas de restriccion EcoRl y
Hindlll cuyos sitios de corte fueron adicionados en los cebadores glnA2 5'Fw y glnA2
3'Rv, respectivamente. En simultaneo, se llevd a cabo la misma digestion enzimatica
sobre el vector suicida en rizobios pG18mob2 (Kirchner et al., 2003) que contiene los
sitios de corte para dichas enzimas en el sitio multiple de clonado (Figura IV.12 - gel c).
Posteriormente, se procedid con la ligacion del plasmido y el fragmento, obteniéndose

como resultado el vector pG18mob::g/nA2.
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Figura IV.12 Esquema de la estrategia de clonado para la construcciéon del vector pFL4835
empleado para realizar la delecion de g/nA2 (blr4835) en B. diazoefficiens USDA 110 y en la cepa
mutante Ag/nA1. A los lados de los geles se indican los pesos moleculares de los fragmentos de
interés (bordd) y del marcador de peso molecular (celeste).

Como mencionamos previamente, la secuencia sintética amplificada contiene un sitio
de corte para la enzima BamHI que se encuentra ubicado en la regién media entre las

dos secuencias homoélogas al genoma de B. diazoefficiens amplificadas en las PCR1 y
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PCR2. Utilizando este sitio de corte, clonamos entre las secuencias de la PCR1 y la PCR2
el omegdn que confiere resistencia a Estreptomicina (Str)/Espectinomicina (Sp) (que
previamente habia sido digerido con la misma enzima de restriccién BamHI del vector
pHPQ45).

La construccién obtenida fue corroborada por PCR utilizando los cebadores Str/Sp y M13
(-40) Rv (la secuencia de los cebadores se detalla en Tabla 11.3.1) (Figura IV.12 - gel d) y

posteriormente secuenciado. El pldsmido se denomind pFL4835.

——— StrfsSp
>
pGi8mob::ginA2 A 1 1 N M 1
2400pb M13{-40) fv 8M13{-40) Fw
Ligacion g™ pFLA835 —
5400pb 1000pb =
500ph — E'—-—-ﬁtsapb
Gmr :
: 104ph —
- pamHl
i BamH Gel d:
| QStr/Sp | 1- Fragmento amplificado por PCR

utilizando cebadores Str/Spy
M13{-40) {438pb)

M- Marcador de peso molecular
tadder 100 plus

pHPQ45
4300pb

Figura IV.12 Continuacién Esquema de la estrategia de clonado para la construccién del vector
pFL4835 empleado para realizar la delecién de g/nAZ (blr4835) en B. diazoefficiens USDA 110
y en la cepa mutante Ag/nA1. A los lados de los geles se indican los pesos moleculares de los
fragmentos de interés (bordd) y del marcador de peso molecular (celeste).

Una vez obtenido el vector pFL4835 se introdujo en la cepa E. coli S17-1 por
transformacion y luego se movilizé a B. diazoefficiens USDA 110 mediante una
conjugacién biparental. La seleccidn de transconjugantes se llevd a cabo en medio YEM

suplementado con Str y Sp. Aquellas colonias resultantes de la conjugacion resistentes
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a Stry Sp se repicaron en cajas réplicas de YEM-Str y YEM-Gm. Aquellos clones Str'/Gm?
podrian ser el resultado de una doble recombinacién homdloga donde se haya
delecionado el gen glnA2 y en su lugar, se haya introducido en el genoma el omegdn
Str/Sp. La verificacion de la obtencién de la cepa mutante Ag/inA2 se llevd a cabo sobre
estos clones Str'/Gm* mediante PCR utilizando la combinacidon de cebadores externos a
los sitios de recombinacién y el cebador Str/Sp (Cheq_gInA2_Fw/Str/Sp vy
Cheq_gInA2_Rv/ Str/Sp — secuencias detalladas en Tabla 11.3.1) (Figura 1V.13 - gel a).
Finalmente, se corroboré la mutacidn por secuenciacién y la cepa obtenida se denominé
AgInA2.

Para la construccion del doble mutante AglnA1AgInA2 se utilizé la cepa de E. coli S17-1
que contiene el plasmido pFL4835 y se llevé a cabo una conjugacion biparental con la
cepa mutante Ag/nAl. El procedimiento para la obtencidon y chequeo de la cepa mutante
doble se realizé de la misma manera que se describié previamente para obtener la cepa

mutante Ag/nA2 (Figura IV.13- gel b).

Por ultimo, para obtener la cepa mutante en g/nA3 (blI1069) se utilizé también la misma
estrategia de doble recombinacién homdloga descripta para el mutante g/lnA2 (Sukdeo
y Charles, 2003) que se describe en el Capitulo 11.3.12. La Figura IV.14 muestra el
esquema general de clonado utilizado. Para la PCR1 se utilizaron los cebadores glnA3
5°Fw/ gInA3 5’'Rv obteniéndose un fragmento de 427pb y para la PCR2 se utilizo el par
de cebadores gInA3 3'Fw/ gInA3 3'Rv para amplificar 472pb rio abajo del gen g/nA3
(Figura 1V.14, gel a). Las secuencias de los cebadores utilizados se encuentran detalladas
en la Tabla I1.3.1. La PCR3 se llevd a cabo con los cebadores gInA3 5°Fw/ gInA3 3'Rv y se
obtuvo un producto final de 899pb que contiene la regidn rio arriba del gen a delecionar
unido por la secuencia sintética a la region rio abajo del mismo (Figura IV.14, gel b).

La amplificaciéon de este fragmento se llevd a cabo utilizando la enzima PFU ADN
polimerasa para obtener un producto con extremos romo. Finalmente, el fragmento se
clond en el vector pK18mobSacB, que previamente habia sido digerido con la enzima de
restriccion Smal. La obtencion de la construccion deseada se chequed por

secuenciacion. El plasmido resultante se denomind pFL1069.
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Gel b: Chequeo de mutante Ag/nAIAgInAZ

1- Fragmento amplificado por PCR utilizando los
cebadores 5tr/Spy Cheq ginA2 Fw (420ph)

2- Fragmento amplificado por PCR utilizando
cebadores 5tr/Spy Cheq ginA2 Rv {540pb)

M- Marcador de peso molecular Ladder 100 plus

Figura IV.13 Mapa esquematico del gen g/n42 (blr4835) y confirmacién mediante PCR de la
obtencién del mutante Ag/nAZ2 y del doble mutante Ag/inA1AginAZ. En la parte superior de la
imagen se muestra un esquema de la region gendmica donde se inserta el QStr/Sp y los cebadores
Cheq_glnA2_Fw, Cheq_gInA2_Rv y Str/Sp. En la parte inferior se observa la amplificacién
mediante PCR con las combinaciones de cebadores Cheq_gInA2_Fw/ Str/Sp y Cheq_glnA2_Rv/
Str/Sp que confirma la obtencion de la cepa mutante Ag/nAZ2 (gel a) y la obtencién de la doble
mutante Ag/nAI1AginA2 (gel b). A los lados del gel se indican los pesos moleculares de los
fragmentos de interés (rosa) y del marcador de peso molecular (celeste).
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Figura IV.14 Esquema de la estrategia de clonado utilizada para la construccién del vector
pFL1069 empleado para realizar la delecién de g/nA3 (bl11069) en B. diazoefficiens USDA 110. A
los lados del gel se indican los pesos moleculares de los fragmentos de interés (bordé) y del
marcador de peso molecular (celeste).

La construccion pFL1069 se introdujo en una cepa E. coli S17-1 por transformacion y se
movilizé a B. diazoefficiens USDA 110 mediante una conjugacion biparental como se
describe en el Capitulo Il. La seleccidon de transconjugantes se llevd a cabo como se
describid previamente en el Capitulo 11.3.12. Finalmente, la delecidn de gen g/inA3 se
corroboré mediante PCR con cebadores externos a los sitios de recombinacidn
Check_gInA3_Fw/ Check_gInA3_Rv (ver secuencia en Tabla1l.3.1) (Figura IV.15). La cepa

obtenida se denomind Ag/nA3.
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- B. diazoefficiens
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Figura IV.15 Mapa esquematico del gen g/nA3 (bll1069) y confirmacién mediante PCR de la
obtencion del mutante Ag/nA3. En la parte superior de la imagen se observa un esquema del sitio
de hibridacién de los cebadores Cheq_gInA3_Fw/ Cheq_glnA3_Rv en la cepa salvaje B.
diazoefficiens USDA 110 (recuadro gris) y en la cepa mutante en g/nA3 (recuadro celeste). En la
parte inferior se observa la amplificacién que confirma la obtencion de la cepa mutante mediante
PCR con los cebadores mencionados anteriormente. También se incluye como control la
amplificacién obtenida para la cepa salvaje. A los lados del gel se indican los pesos moleculares de

los fragmentos de interés (bordd) y del marcador de peso molecular (celeste).
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De manera simultanea a la obtencidon de estas cepas mutantes, llevamos a cabo varios
ensayos de conjugacion para obtener un doble mutante en los genes g/nAl y ginll
utilizando como cepa receptora la mutante Ag/nA1 y como donora la cepa E. coli S17-1
(pFL4169). Carlson y col. (1987) demostraron que para lograr obtener el doble mutante
en los genes gInAl y ginll en B. diazoefficiens USDA 110 era necesario suplementar el
medio utilizado durante todos los pasos con 10 mM de glutamina. Teniendo en cuenta
esta aclaracidn, utilizamos varias estrategias para favorecer la delecidn del gen ginll en
la cepa AglnAl, como por ejemplo, suplementar el medio YEM con distintas
concentraciones de glutamina o con mayores cantidades de extracto de levadura. Sin
embargo, a pesar de los multiples intentos no fue posible obtener una cepa doble
mutante AglnA1AgIinll lo que nos sugiere que estos dos genes son fundamentales para

el metabolismo de N de nuestra bacteria de estudio.

IV.3 Resumen y discusion

B. diazoefficiens, como muchas otras bacterias del orden Rhizobiales, posee dos
isoformas de las enzimas GS: GSI y GSII. A lo largo del presente Capitulo describimos la
presencia de varias copias del gen g/nA en el genoma de B. diazoefficiens USDA 110
(Kaneko et al., 2002), las que fueron nombradas como g/nA1 (ORF blr4949), ginA2 (ORF
bir4835), ginA3 (ORF bll1069) y g/nA4 (ORF blr2084). La copia codificada por el ORF
blrd949 se denomind g/inA1 debido a homologia de secuencia con glnA de E. coli (Carlson
et al., 1985). Las restantes copias de GSI fueron denominadas al azar. Por otra parte, la
busqueda en bases de datos del gen glnll arrojé un Unico resultado que corresponde al
ORF blr4169 (Figura IV.1).

A partir del andlisis de sitios a través del servidor ScanProsite pudimos determinar que
solo las secuencias de GInA1l, GInA2 y GSII presentaban las regiones caracteristicas para
una enzima glutamino sintetasa (Figura IV.2). Por otra parte, mediante un analisis de
dominios con el programa Pfam, pudimos detectar que estas mismas copias GInAl,
GInA2 y GSII poseen dos dominios definidos, un N terminal de plegamiento y un C
terminal catalitico, mientras que las copias GInA3 y GInA4 solamente presentan el
dominio catalitico (Figura IV.3).
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Ademas, al comparar las secuencias proteicas utilizando el servidor Blastp pudimos
detectar que el porcentaje de identidad entre GInAl y GInA2 es de un 53%, mientras
gue GInAl con GInA3 y con GInA4 tan sélo tienen un 29% y un 26% de identidad
respectivamente (Figura IV.4). Estos resultados son coincidentes con los modelados
obtenidos mediante el servidor Phyre2 donde encontramos una mayor similitud entre
la estructura predicha para las copias GInAl y GInA2 (Figura IV.5).

Finalmente, el analisis del arbol filogenético de las glutamino sintetasas de B.
diazoefficiens USDA 110 determind que las copias g/lnAly gInA2 se encuentran ubicadas
dentro de un mismo cluster, mientras que las copias g/nA3 y gInA4 se encuentran en un
cluster diferente y distante de las copias g/lnAly ginA2 (Figura IV.6).

Los resultados obtenidos mediante el analisis bioinformdtico en su conjunto nos
conducen a pensar que GInA1l y GInA2 son parte de la misma familia de la isoforma GSI,
mientras que las copias GInA3 y GInA4 podrian estar formando parte de una familia de
glutamino sintetasas diferente. De todas maneras, a pesar de tener tan poca identidad
en relacion a GInA1l, y de no poseer ni las regiones ni los dominios caracteristicos, estas
2 ultimas copias podrian ser funcionales como ocurre en aquellos organismos con GSlII.
Para estudiar en profundidad el posible rol de estas enzimas obtuvimos, mediante
diversas estrategias, cepas mutantes en las copias g/nAl, ginA2, ginA3 y un doble
mutante ginA1g/inA2. Considerando los resultados obtenidos a partir del analisis in silico
de las secuencias de estas proteinas y de la filogenia, decidimos no estudiar la copia
gInA4, ya que este gen no pareciera codificar una enzima GS. Asi, solamente obtuvimos
cepas mutantes en las demas copias mencionadas. En este punto es importante resaltar
gue, cuando comenzamos con el presente trabajo de Tesis, las bases de datos arrojaban,
como hemos mencionado anteriormente, la presencia de las 4 copias de g/nA. Sin
embargo, con actualizaciones mas recientes de estas mismas bases, ya no es posible
obtener como resultado la presencia de 4 copias de glnA, sino que sélo obtenemos las
copias glnAl y gIinA2 (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Ni g/nA3 ni gIinA4 aparecen
ahora anotadas como posibles glutamino sintetasas.

Adicionalmente, en el presente capitulo describimos la estrategia utilizada para obtener
el mutante en el gen g/nll, que codifica para la isoforma GSlI, que habiamos comenzado
durante mi Trabajo Final de Licenciatura (Lamelza, 2013). Por ultimo, también

realizamos varios intentos para obtener para obtener el doble mutante ginAlginli, pero
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lamentablemente no obtuvimos resultados positivos. Probablemente, considerando la
importancia que tienen estos genes en la asimilacion de N de la bacteria, la delecion de

ambos resulte letal.

La caracterizaciéon fenotipica de los mutantes obtenidos en las distintas GS se

desarrollara en el Capitulo V.
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Introduccion

Como mencionamos en los Capitulos anteriores, las GS son enzimas clave dentro del
metabolismo de N de los rizobios ya que son las responsables de llevar a cabo la
asimilacién de NHs4* durante su crecimiento en vida libre. La activacion de GSI y la
expresion de GSll, dependen de las cantidades de a-cetoglutarato y glutamina
intracelulares, es decir, de la relacion C/N intracelular (Darrow et al., 1981; Martin et al.,
1988). Cuando esta relacidn es alta, debido a la escasez de N en el medio de cultivo, la
isoforma GSI es deadenilada (activada) y la expresion del ginll se induce (Darrow, 1980;
Fuchs et al., 1980; Carlson et al., 1987; Martin et al., 1988), con el fin de incrementar la
asimilaciéon de NHa* y restituir los niveles intracelulares de glutamina.

En el Capitulo IV describimos las diversas estrategias de biologia molecular utilizadas
que nos permitieron obtener las cepas mutantes de B. diazoefficiens USDA 110 en las
copias de los genes que codifican para laisoforma GSI: AglnA1, AginA2, AgInA3 y la doble
mutante AgIinA1AgInA2; al igual que el mutante en la isoforma GSII: Ag/nll. El siguiente
paso consiste en intentar dilucidar si todas estas enzimas GS estan involucradas en la
asimilacién de NH4* en B. diazoefficiens y, si es asi, cual es el rol que cumple cada una de
ellas.

De esta manera, a lo largo del presente capitulo nos propusimos evaluar la respuesta de
las cepas mutantes obtenidas en condiciones de escasez y de exceso de N. Aquellos
mutantes que muestren un fenotipo diferencial nos brindardn un indicio concreto del
rol de estas enzimas en la asimilacion de N. La caracterizacién fenotipica de las cepas
mutantes se llevara a cabo determinando las cinéticas de crecimiento, la medida de
actividad enzimatica GS y cuantificaremos los niveles relativos de transcriptos de las
diversas copias que codifican para las GS. Estos ensayos se realizaran en las variantes del
medio Evans que han sido formulados en el Capitulo lll, para obtener relaciones C/N

gue nos permitan analizar condiciones de exceso y de limitacion de N.

V.1 Rol de las enzimas GS en el crecimiento bacteriano

Para comenzar la caracterizacion de las diferentes copias de las GS de B. diazoefficiens,
evaluamos el fenotipo de las cepas mutantes AginA1, AglnA2, AginA3, Aginlly del doble

mutante Ag/inA1Ag/inA2 mediante la determinacién de sus cinéticas de crecimiento en
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cultivos batch. Utilizamos el medio Evans NG (conteniendo como fuentes nitrogenadas
NH4Cl y glutamato y con una relacion C/N baja=6,8) para evaluar una condicién con
exceso de N, y los medios Evans Glutamato y Evans NH4* (ambos con relacion C/N
alta=70) para evaluar condiciones con escasez de N utilizando como fuente nitrogenada
Unicamente glutamato de sodio o NH4Cl, respectivamente. Para los tres medios, la
fuente de C utilizada fue manitol, y las formulaciones detalladas de cada uno los medios
se muestran en el Capitulo 11.2.2. Las cepas mutantes y la parental se cultivaron en cada
uno de los medios anteriormente mencionados a 28°Cy a 180 rpm durante 11 dias, y
diariamente se determind su biomasa total por la medida de DOsponm Yy Se estimé el
numero de células viables por recuento en placa de las UFC.ml™! (Figura V.1).

Los resultados obtenidos demostraron que ninguna de las cepas mutantes evaluadas se
ve afectada ni en su velocidad de crecimiento ni en la biomasa final alcanzada en
relacién al comportamiento de la cepa parental cuando se cultivaron en un medio con

exceso de N como es el Evans NG (Figura V.1 — Paneles Ay B).
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Figura V.1 Cinéticas de crecimiento de las cepas mutantes (0) Agindi, (A) AginAz, (O)
AginA1AginAZ, (x) AginA3 y (k) Aginll en comparacidn con la cepa parental B. diazoefficiens
USDA 110 (@) en el medio Evans NG. La cinética se llevé a cabo a 28°C con agitaciéon a 180 rpm. En
el Panel A se muestra la biomasa total estimada por la medida de la densidad 6ptica a 500nm
(DOsoonm); en el Panel B se muestra la estimaciéon de células viables por recuento en placa de las
unidades formadoras de colonias por ml de cultivo (UFC.ml1). Los datos corresponden a un
ensayo representativo de dos réplicas bioldgicas independientes con igual tendencia. La
desviacién estandar en los graficos de UFC.ml-! se obtuvo a partir de al menos 10 réplicas técnicas
de un ensayo biolégico. El eje Y se presenta en escala logaritmica.
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Considerando la importante funcién que estas enzimas cumplen en el metabolismo de
N, es posible que el efecto de la mutacién de las diferentes copias, se observe en una
condicién de estrés de la fuente nitrogenada. Para ello, evaluamos el crecimiento de las
cepas mutantes en condiciones limitantes de N como Evans Glutamato (Figura V.2 -

Paneles Ay B) y Evans NH4* (Figura V.2 - Paneles Cy D).
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Figura V.2 Cinéticas de crecimiento de las cepas mutantes (0) Agindi, (A) AginAZ, (O)
AginA1AginAZ (x) AginA3 y (%) Aginll en comparacion con la cepa parental B. diazoefficiens
USDA 110 (@) cultivadas en los medios Evans Glutamato (Ay B), Evans NH4+ (Cy D) y Evans Bajo
N (E). Las cinéticas se llevaron a cabo a 28°C con agitaciéon a 180 rpm. En los paneles A, Cy E se
muestra la biomasa total estimada por densidad éptica a 500 nm (DOsoonm) y en los paneles By D
la estimacidon de células viables por recuento en placa de las unidades formadoras de colonias por
ml de cultivo (UFC.ml?). Los datos corresponden a un ensayo representativo de dos réplicas
bioldgicas independientes con igual tendencia. La desviacién estandar en los graficos de UFC.ml-
1 se obtuvo a partir de al menos 10 réplicas técnicas de un ensayo bioldgico.
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Llamativamente, en estas condiciones tampoco se observaron diferencias en las curvas
de crecimiento de los mutantes en relacién al crecimiento de la cepa salvaje. En base a
estos resultados nos preguntamos entonces si la ausencia de alguna de las GSs sélo se
pone de manifiesto en condiciones drdsticas de crecimiento, por lo que evaluamos, a
modo de prueba, las cinéticas de crecimiento de las cepas mutantes en el medio de
Evans Bajo N (limitado drasticamente en NH4Cl, con una relacién C/N=3.333).
Nuevamente pudimos observar que no existen diferencias significativas en el
comportamiento de ninguna de las cepas mutantes en relacion a la cepa salvaje, ni en
velocidad de crecimiento ni en biomasa final alcanzada (Figura V.2 - Panel E).

Los resultados obtenidos hasta aqui, muestran que ninguna de las copias o isoformas de
GS es fundamental por si sola para el crecimiento de la bacteria en ninguno de los
medios de cultivos evaluados. En particular, la capacidad de la cepa Agl/nll de crecer igual
gue la cepa salvaje en medios con escasez de N, como son el Evans NH4* y el Evans
Glutamato, nos resulté muy llamativa ya que, como ha sido ampliamente reportado, la
expresion del gen ginll se induce ante una limitacion de N (Carlson et al., 1987). Sin
embargo, nuestros datos sugieren que dicha isoforma no es esencial para el crecimiento
de la bacteria en limitacion de dicho nutriente, probablemente debido a la existencia de
las multiples copias de GSI que probablemente se encuentren remplazandola en esta

condicion.

V.2 Analisis de las glutamino sintetasas en medios limitados en N

La respuesta al estrés por N (NSR) involucra cambios en la fisiologia bacteriana que
tienen como objetivo final aumentar la asimilacién de N en condiciones en las que dicho
nutriente se encuentra limitado. Esta respuesta consiste en la activacidon de una cascada
de proteinas que finalmente culmina con la activaciéon de las proteinas GSl y la induccién
de la transcripcion de ginll. Por lo tanto, es posible que el crecimiento bacteriano no se
vea afectado ante la falta de alguna de estas enzimas por la activacién de otra GS que
suplante la funcién de la proteina faltante. Con el objetivo de confirmar esta hipdtesis,
procedimos a medir la actividad enzimatica de estas proteinas para observar si existen

diferencias entre los distintos mutantes.
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V.2.1 Evaluacion de la actividad enzimdtica GS

La actividad de la enzima GS puede determinarse mediante dos métodos. Uno de ellos,
el método y-glutamiltransferasa (Bender et al., 1976), es un método colorimétrico
ampliamente utilizado, que permite detectar, mediante una reaccién indirecta, la

actividad especifica total de la enzima:

ADP, arseniatp
L

Glutamina + hidroxilamina > Y- glutamilhidroxamato + amonio
GS

{compuesto coloreado}

La enzima GS puede utilizar como cofactores tanto Mg*? o Mn*2. Asi, se ha observado
que cuando a la mezcla de reaccién se le adiciona Mg*?, sélo las subunidades no
adeniladas de GSI son activas, mientras que en presencia de Mn*? es posible detectar la
actividad de GSIl como de GSI en sus formas adenilada y deadenilada o sea la actividad
total de la enzima (Shapiro y Stadtman 1970; Darrow y Knotts, 1977; Carlson et al.,
1985).

A pesar de que este método es el mas utilizado y aceptado, los resultados que obtuvimos
al adicionar Mg*? a la mezcla de reaccidn, no resultaron reproducibles, por lo que no se
mostraran en este trabajo.

Otra particularidad de estas enzimas, que ya mencionamos en el Capitulo I, es la
diferencia de sensibilidad que poseen frente al calor, siendo GSl estable a 50 °C mientras
que GSll no lo es (Darrow y Knotts, 1977; Darrow, 1980; Carlson et al., 1985). Teniendo
en cuenta esta caracteristica es posible determinar la actividad total de GSI, mediante
el calentamiento de la muestra durante una hora a 50 °C. Sin embargo, nuevamente en
nuestros ensayos nunca pudimos detectar actividad enzimatica cuando calentamos la
muestra a esa temperatura. Mds aun, realizamos distintas pruebas cambiando la
temperatura y el tiempo de calentamiento, y sin embargo nunca obtuvimos valores de
actividad.

Por lo tanto, con el método y-glutamiltransferasa solamente fue posible obtener

medidas de la actividad enzimatica total de GS, activa e inactiva.
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El segundo método de deteccidn de la actividad enzimatica es el método biosintético
(Shapiro y Stadtman, 1970 con algunas modificaciones), y determina la actividad GS a

partir de la reaccidn directa de asimilacion de NHs*:

ATP
Glutamato + amonio e Glutamina+ ADP + Pi
GS

En este caso la mezcla de reaccidn ya contiene Mg*?, por lo que las medidas obtenidas
representan la cantidad total de GS activa.

En primer lugar, decidimos analizar la actividad GS de las cepas mutantes mediante el
método y-glutamiltransferasa cuando éstas se cultivan en medios con limitacion de N.
Esta determinacion se llevd a cabo como se describe en el Capitulo 11.5.1 a partir de
cultivos de 5 dias en los medios Evans NHa4* y Evans Glutamato de las cepas mutantes
AginAl, AginA2, AginA3, Aginll y AginA1AgInA2 y de la cepa salvaje B. diazoefficiens
USDA 110.

Sorprendentemente, pudimos observar que, con el método y-glutamiltransferasa, no es

posible detectar actividad enzimatica GS en la cepa mutante Ag/nA1 (Figura V.3).
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Figura V.3 Medida de la actividad enzimatica GS mediante el método y-glutamiltransferasa de las
cepas AglnAl, AginAZ, AginA1AginAZ, AginA3 y Aginil en comparacién con la cepa salvaje 5.

diazoefficiens USDA 110 cultivadas en medio Evans NHst+ (A) y Evans Glutamato (B). La medida
de la actividad GS fue determinada a partir de cultivos de 5 dias de crecimiento por la reaccién y-
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glutamil transferasa. Los datos se expresan como nmoles de hidroxamato formado.min-1.mg de
proteinas totales'l. Las columnas representan el promedio y las barras la desviacion estandar de
3 ensayos bioldgicos independientes realizados con 3 réplicas técnicas cada uno. (nd) indica que
no fue posible detectar actividad enzimatica. Las letras iguales o la ausencia de letras indican que
no hay diferencias significativas con p < 0,01 en un analisis de varianza utilizando el test de
Tukey.
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Este resultado nos resultd muy interesante debido a que, segun se describe en
bibliografia, este método permite medir la actividad de las isoformas GSI y GSII (Darrow,
1980). Sin embargo, como mostraremos a lo largo de este capitulo, para aquellas cepas
que tienen delecionada la copia g/nA1 (blrd949), es decir tanto para Ag/nAl como para
AginA1AgInA2, no fue posible detectar la actividad enzimatica en ninguno de los medios
evaluados. Es necesario sefalar que la actividad GSII fue medida anteriormente por
investigadores del grupo de Trabajo, en otras condiciones de cultivo y de trabajo
experimental (LOopez-Garcia y col., 2001). Por ello, a lo largo de los dos primeros afios de
este trabajo de Tesis Doctoral, realizamos multiples intentos por encontrar una
condicién en la cual sea posible determinar la actividad enzimatica GSII de estas cepas
variando PH, temperaturas, soluciones, tiempos de reaccidén, reactivos, etc. Sin
embargo, y lamentablemente, no fue posible encontrar una condicién éptima para
detectar actividad GS en las cepas Ag/inAl o AginA1AgInA2 utilizando el método -
glutamiltransferasa. Esto nos indica que, al menos en las condiciones utilizadas para
llevar a cabo este ensayo, éste método sélo nos permite determinar la actividad
enzimatica de la isoforma GSI, y en particular de la copia GInA1.

Teniendo presente esta consideracion, al analizar la actividad GS mediante el método y-
glutamiltransferasa observamos que, en el medio Evans NHa*, la mutante Ag/nA2
presentd una leve (pero estadisticamente significativa con p<0,01) disminucién de la
actividad con respecto a la cepa salvaje (Figura V.3- Panel A). Sin embargo, en presencia
de glutamato como Unica fuente nitrogenada el fenotipo de la mutante AglnA2 fue
similar al de la cepa salvaje (Figura V.3- Panel B). Esto nos sugiere que GInA2 podria
estar interviniendo de alguna manera, adn no descripta, para que GInAl lleve a cabo su
actividad sélo en presencia de NH4".

Como ya hemos mencionado en capitulos anteriores, el glutamato y el NHa* se
metabolizan de maneras diferentes: el NH4* una vez que ingresa al interior celular se
asimila mediante la accion de la GS para dar glutamina; el glutamato, en cambio, en B.
diazoefficiens pareceria ser metabolizado inicialmente por una NAD-GDH que cataliza la
conversion de dicho compuesto a una molécula de a-cetoglutarato y una de NHs* que
seran luego utilizados segun las necesidades metabdlicas de la bacteria. Alguna de estas

diferencias metabdlicas probablemente sea la responsable de activar o inactivar la
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funcién de GInA2 frente a una fuente de N y no frente a la otra. Sin embargo, los
resultados obtenidos en este trabajo no son suficientes para esclarecer esta regulacion.
Por otra parte, al analizar la actividad de las cepas Ag/nA3 y Aginll observamos que no
tienen diferencias significativas en relacion a la cepa salvaje cuando se cultivan en Evans
Glutamato (Figura V.3 - Panel B), indicando que ni la falta de la copia GInA3 ni la falta
de GSlI afectan la actividad GInA1l en dicho medio.

En el caso de la actividad GS medida en la cepa Aglnll cultivada en Evans NHa4*, los
resultados muestran un leve aumento de la actividad GInAl (Figura V.3 = Panel A). Sin
embargo, estos datos no presentaron diferencias estadisticamente significativas con
respecto a la cepa parental con un analisis de varianza con p <0,01 ni p<0,05. Este
fenotipo observado en la mutante Ag/nll nos lleva a pensar que la ausencia de GSII
podria estar produciendo un aumento en la actividad de GInA1.

En concordancia con estos resultados, cuando analizamos mediante el mismo método
el fenotipo de la cepa Ag/nll en un medio con extrema escasez de NHs*, como es el medio
Evans Bajo N, efectivamente pudimos confirmar que el aumento de la actividad de

GInA1l se exacerba y la diferencia se vuelve estadisticamente significativa (Figura V.4).
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Figura V.4 Medida de la actividad enzimatica GS mediante el método y-glutamiltransferasa de las
cepas AginAl, AginAZ, AginAiAginA2 y Aginll en comparaciéon con la cepa salvaje B.
diazoefficiens USDA 110 cultivadas en medio Evans Bajo N. La medida de la actividad GS fue
determinada a partir de cultivos de 5 dias de crecimiento por la reaccién y-glutamil transferasa.
Los datos se expresan como nmoles de hidroxamato formado.min-t.mg de proteinas totales-1. Las
columnas representan el promedio y las barras la desviacién estdndar de 3 ensayos biolégicos
independientes realizados con 3 réplicas técnicas cada uno. (nd) indica que no fue posible
detectar actividad enzimatica. (nm) indica que no fue medida la actividad enzimatica en dicha
cepa. Las letras iguales indican que no hay diferencias significativas con p < 0,01 en un analisis
de varianza utilizando el test de Tukey.
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Esto podria indicar que la ausencia de GSIl en un medio muy limitado en NH4*, podria
estar siendo reemplazada por GInAl. Por su parte, la mutante AglnA2 presentd menor
actividad que la cepa salvaje, sugiriendo nuevamente la participaciéon de esta copia en
presencia de NH4".

Debido a la imposibilidad encontrada de medir la actividad GInAl con el método y-
glutamiltransferasa, decidimos evaluar la actividad enzimatica mediante el método
biosintético. Esta determinacidn se llevd a cabo a partir de las mismas muestras de
bacterias cultivadas en Evans NHs" y Evans Glutamato utilizadas para el ensayo y-
glutamiltransferasa descripto anteriormente.

En la Figura V.5 se puede observar, en primer lugar, que a diferencia de lo ocurrido con
el ensayo y-glutamiltransferasa, en todas las cepas mutantes fue posible detectar
actividad enzimatica. Ademas, al analizar las cepas de manera individual encontramos
qgue, tanto en el medio Evans NHs* (Figura V.5 - Panel A) como en el medio Evans
Glutamato (Figura V.5 — Panel B), Ag/inAl y AginA1AgInA2 presentaron una menor
actividad GS en relacion a la obtenida para la cepa parental.

En el caso de las cepas cultivadas en Evans Glutamato la disminucion en la cepa doble
mutante pareciera ser exclusivamente debido a la ausencia de GInA1l ya que al evaluar
la cepa Ag/nA2 no encontramos diferencias significativas con respecto a la cepa salvaje
(Figura V.5 — Panel B). Por el contrario, en presencia de NH4*, AgInA2 también se ve
afectada presentando menor actividad GS total (Figura V.5 — Panel A). Estos resultados
son coincidentes con lo observado a través del método y-glutamiltransferasa (Figura
V.3), por lo que podemos hipotetizar que GInA2 se encuentra regulando de alguna
manera en la actividad de GInAl, pero sélo en medios que contienen NHa*.
Adicionalmente, estos resultados indican que las copias GInAl y GInA2 de la isoforma
GSI son relevantes cuando las condiciones de N son limitantes, a pesar de que los datos
bibliograficos hacen hincapié en el importante rol de GSIl en estas condiciones (Darrow,

1980; Carlson et al., 1987; Martin et al., 1988).
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Figura V.5 Medida de la actividad enzimatica GS mediante el método biosintético de las cepas
AginAl, AginAZ, AginAI1AginAZ, AginA3, y Aginll en comparacién con la cepa salvaje B
diazoefficiens USDA 110 cultivadas en medio Evans NH4* (A) y Evans Glutamato (B). La medida
de la actividad GS fue determinada a partir de cultivos de 5 dias de crecimiento por el método
biosintético. Los datos se expresan como DOsoonm.min-l.mg de proteinas totales! Las columnas
representan el promedio y las barras la desviacién estandar de 3 ensayos bioldgicos
independientes realizados con 3 réplicas técnicas cada uno. (nd) indica que no fue posible detectar
actividad enzimatica. Las letras iguales indican que no hay diferencias significativas con p < 0,01
en un analisis de varianza utilizando el test de Tukey.

Por otra parte, los datos obtenidos al evaluar la actividad de la cepa Ag/nAl en Evans
NH4* y en Evans Glutamato (Figura V.5), nos indican que la enzima que esta activa en
esas condiciones posee una menor actividad especifica. Sin embargo, aun con esos
valores de actividad, esta cepa mutante puede lograr un crecimiento semejante al de la
cepa salvaje (Figura V.2).

Finalmente, al igual que en el ensayo y-glutamiltransferasa, la delecidn de la copia g/nA3
y de ginll no afectan la actividad GS total de la bacteria en ninguno de los medios
evaluados. Como ya discutimos anteriormente en este capitulo, hubiéramos esperado
un descenso en la actividad GS para la cepa mutante Ag/nll dada la importancia de esta
isoforma en condiciones limitantes de N. Sin embargo, estos resultados son coincidentes
con las cinéticas de crecimiento donde tampoco apreciamos que la falta de GSII tenga
consecuencias sobre el crecimiento de la bacteria cuando se enfrenta a condiciones
adversas de limitacion de N (Figura V.2). Podriamos hipotetizar entonces que, en este
caso, la copia de GSI que se encuentre reemplazando la funcién de la isoforma GSlI,
posee una mayor actividad especifica que en la cepa salvaje.
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V.2.2 Andlisis de expresion de las distintas copias de GS

En base a los datos obtenidos mediante los ensayos de actividad enzimdatica, nos
preguntamos si las diversas glutamino sintetasas que encontramos en B. diazoefficiens
podrian estar reemplazandose unas a otras. Para intentar responder esta incognita
decidimos evaluar la expresion relativa de las distintas copias de GSI y de GSII en los
mutantes AglnAl y Aginll. En esta ocasién, seleccionamos evaluar inicialmente sélo
estas dos cepas mutantes ya que, por un lado, GSII es la Unica copia de esta isoforma en
B. diazoefficiens y por otro, GInAl es la copia de la isoforma GSI que se ha descripto
inicialmente y que se encuentra mas conservada tanto en su secuencia como de su
entorno génico en relacion el resto de las GSI procariotas. Ademads, se ha descripto
previamente que cuando se delecionan simultaneamente g/nA1ly ginll, B. diazoefficiens
sélo es capaz de crecer si se adiciona al medio de cultivo glutamina, indicando que estas
copias serian fundamentales para el metabolismo de N (Carlson et al., 1987).

Los analisis de expresién se llevaron a cabo cultivando las cepas AglnAl y Aginll y |la cepa
salvaje B. diazoefficiens USDA 110 durante 5 dias en los medios Evans NHs* y Evans
Glutamato a 28 °Cy a 180 rpm. A partir de estos cultivos, se extrajo el ARN total de los
rizobios y se obtuvo el ADNc como se describe en el Capitulo Il. Para la reacciéon de PCR
cuantitativa en tiempo real (gRT-PCR), se disefiaron cebadores especificos para
amplificar una regién de los genes ginAl (blrd949), ginA2 (blrd835), ginA3 (bll1069),
g/nA4 (blr2084) y ginll (blr4169). Los cebadores utilizados se muestran en la Tabla 11.3.2.
Este ensayo se llevé a cabo utilizando el método AACt (Capitulo 11.3.8), a partir del cual
comparamos los niveles de transcriptos de las distintas copias de GS y las normalizamos
con los transcriptos de la cepa salvaje, utilizando como control de ambas cepas un gen
de expresidn constitutiva. Los valores obtenidos se representan como el fold change, el
cual indica cuantas veces aumenta o disminuye la expresién de un mismo transcripto en
la cepa mutante comparado con la cepa salvaje. En este sentido, optamos por considerar
como sobreexpresados aquellos genes cuyo fold change sea mayor o igual a 2 y como
inhibidos aquellos con fold change menor o igual a -2.

La Figura V.6 muestra los resultados de expresion obtenidos al cultivar las cepas en

Evans NHa4*. Como puede observarse en la cepa Ag/nAl no hay modificaciones en los

143



Capitulo V Tesis Doctoral Florencia Lamelza

niveles relativos de transcripto de glnA2, y llamativamente pareciera haber una leve
disminucion de los transcriptos de g/nll (Figura V. 6 - Panel A).

Sin embargo, dado que tomamos como punto de corte un fold change menor o igual a
-2, entonces los niveles de transcriptos de glnll no se ven modificados
significativamente. Estos resultados se correlacionan con la disminucion de la actividad

enzimdtica GS total observados para esta cepa mutante (Figura V.5 — Panel A).
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Figura V.6 Expresion relativa de los genes que codifican para las glutamino sintetasas: g/indz,
ginAZ, ginA3, ginA4y ginil para las cepas mutantes AginA1 (A) y Aginll (B) en relacién a la cepa
B. diazoefficiens USDA 110 cultivadas en el medio Evans NHstdurante 5 dias. El fold change
representa la diferencia de expresiéon entre un determinado gen en la cepa mutante en relacién a
la cepa salvaje y se define como el rq (rq=2"24Ct) cuando el rq es mayora 1 y como -1/rq cuando
el rq es menor a 1. Se consideran como sobreexpresados aquellos genes que presentan un fold
change mayor a 2, mientras que consideramos reprimidos aquellos cuyo fo/d change sea menor a
-2. Los datos que se muestran corresponden al promedio de al menos dos réplicas bioldgicas
evaluadas en triplicado y su desviacion estandar. (nd) indica que no fue posible detectar
transcriptos.

Es decir, la ausencia de g/nA1 no genera modificaciones en los niveles de expresidn de
los genes que codifican para las demas GS, y probablemente tampoco este induciendo
un aumento de la activacion de alguna de las otras enzimas presentes, por lo que es
esperable la disminucidon de la actividad GS total observada. Sin embargo, esta menor
actividad GS le permite a esta cepa mutante crecer al igual que lo hace la cepa salvaje

(Figura v.2).
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Por otra parte, cuando analizamos la cepa Ag/nll detectamos que no se observan
cambios significativos en los niveles relativos de expresién ni de glnA1l ni de gInA2
(Figura V. 6 - Panel B). Estos resultados, en principio, no se correlacionarian con las
determinaciones de actividad enzimatica en las que no se observaron diferencias
significativas de la actividad GInA1l (Figura V.3 — Panel A) ni de GS total (Figura V.5 -
Panel A) en esta cepa mutante en relacién a la salvaje. Sin embargo, el pequefio
aumento de actividad GInAl observado podria corresponder a una mayor activaciéon
(deadenilacion) de la enzima y no a un aumento de los niveles de transcriptos.
Finalmente, no fue posible detectar por este método de cuantificacion relativa,
transcriptos de las copias g/lnA3 y glnA4 ni en la mutante Ag/nAl (Panel A) ni en la
mutante Agl/nll (Panel B), indicando que estas copias, en caso de estar involucradas en
el metabolismo de N, no serian relevantes en condiciones de limitacion de NHa4*.

Para completar estos estudios, evaluamos la expresién relativa de los genes
mencionados anteriormente para las cepas Ag/nll y AginA1 cultivadas en el medio Evans
Glutamato. En la Figura V.7 — Panel A podemos observar que en la mutante Ag/nA1l los
niveles relativos de transcriptos del gen g/nll presentaron un marcado aumento de su
expresion. Esto nos conduce a pensar que la ausencia de la copia g/nA1, en presencia de
glutamato, podria estar siendo reemplazada por la isoforma GSlI, en lugar de alguna de
las otras copias de GInA. Sin embargo, un aumento en los niveles de transcriptos de
dicho gen no necesariamente deberia verse reflejado en un incremento de la actividad
enzimatica, ya que, como describimos previamente, la actividad enzimatica GS en la
mutante Ag/nA1 se ve disminuida con respecto a la cepa salvaje (Figura V.5 — Panel B).
Dado que hasta el momento no se han reportado regulaciones postranscripcionales para
GSll de B diazoefficiens, entonces un aumento de niveles de transcriptos de g/nll deberia
llevar finalmente a un aumento de la enzima GSIl. Sin embargo, pareciera que la
actividad especifica de GSIl no se modificé con respecto a la medida en la cepa salvaje,
y s6élo observamos la disminucidn de la actividad total GS debido a la ausencia de la copia
g/nA1 (Figura V.5- Panel B).

Cuando analizamos los niveles de transcriptos en la cepa Agl/nll, ninguno de los genes
medidos: glnAl, glnA2, ginA3 ni glnA4, presentaron una expresion diferencial con
respecto a la cepa parental (Figura V.7 - Panel B). A pesar de que estos resultados se

correlacionan con las determinaciones de actividad enzimatica (Figura V.3 y Figura V.5),
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resultaron particularmente llamativos debido a la importancia de GSIl en condiciones
limitantes de N. Nuevamente, esto podria explicarse mediante la existencia de sistemas
de regulacidon postraduccional de las copias de GInA, que conduzcan a una mayor
deadenilacién y, por ende, activacién de las mismas. Si esto es asi podria explicar por
qué los niveles de actividad especifica de GS de la cepa mutante resultaron del mismo
orden que para la cepa salvaje. Para confirmar esta hipdtesis, seria muy interesante
poder evaluar la cantidad de subunidades deadeniladas de GSI las cuales mediante las

técnicas utilizadas en este trabajo no fue posible determinar.
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Figura V.7 Expresion relativa de los genes que codifican para las glutamino sintetasas: g/nA1,
ginAZ, ginA3, ginA4 y ginil para las cepas mutantes AginA1 (A) y Aginll (B) en relacién a la cepa
B. diazoefficiens USDA 110 cultivadas en medio Evans Glutamato durante 5 dias. El fo/d change
representa la diferencia de expresion entre un determinado gen en la cepa mutante en relacién a
la cepa salvaje. Los datos que se muestran corresponden al promedio de al menos dos réplicas
biolégicas evaluadas en triplicado y su desviacion estandar. Se consideran como sobreexpresados
aquellos genes que presentan un fold change mayor a 2, mientras que consideramos reprimidos
aquellos cuyo fold change sea menor a -2. (*) representa una diferencia significativa.

V.3 Analisis de las glutamino sintetasas en medios con cantidades
suficientes de N

V.3.1. Evaluacion de la actividad enzimdtica GS

Para analizar el comportamiento de las cepas mutantes en las distintas glutamino
sintetasas en un medio con exceso de N, donde la NSR se encuentra mayoritariamente

apagada, se utilizd el medio Evans NG que posee NHs* y glutamato como fuentes
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nitrogenadas. El estudio de la actividad enzimatica se llevé a cabo de la misma manera
que se describié previamente para los medios limitados en N. En primer lugar, se
determind la actividad enzimdtica GS por el método y-glutamiltransferasa. Para ello, las
cepas mutantes y la cepa salvaje se cultivaron durante 5 dias a 28°Cy a 180 rpm en el
medio Evans NG y se obtuvieron los extractos bacterianos como se describe en el
Capitulo 11.5.

En la Figura V.8 - Panel A se muestran los resultados obtenidos donde nuevamente
encontramos que, al igual que en los medios limitados en NH4*, en aquellas cepas donde
el gen glnAl se encuentra delecionado no es posible detectar actividad enzimatica.
Ademas, pudimos observar que la delecién del gen gInA2 produce una disminucién en
la actividad de la copia GInAl, mientras que la falta de las copias g/nA3 o gInll no
producen cambios estadisticamente significativos.

Por otra parte, y a diferencia de lo observado en los medios limitados en N, Ia
determinaciéon de la actividad enzimatica mediante el método biosintético no arrojé
diferencias significativas en ninguna de las cepas mutantes evaluadas al compararlas con

la cepa parental (Figura V.8 - Panel B).
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Figura V.8 Medida de la actividad glutamino sintetasa de las cepas AglnA1, AginAZ, AginA1AginAZ
y Aglnilen comparacién con la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110 cultivadas en medio Evans
NG. La determinacion se llevo a cabo a partir de cultivos de 5 dias de crecimiento por el método y-
glutamiltransferasa (A) y el método biosintético (B). Las columnas representan el promedio y las
barras la desviacion estdndar de 3 ensayos bioldgicos independientes realizados con 3 réplicas
técnicas cada uno. (nd) indica que no fue posible detectar actividad enzimatica. Las letras iguales
indican que no hay diferencias significativas y la ausencia de letras sobre las barras del Panel B
indican que no hay diferencias significativas entre ninguna de las cepas evaluadas con p < 0,01 en
un andlisis de varianza utilizando el test de Tukey.
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Si analizamos los resultados de ambos ensayos para la mutante Ag/inA2 en Evans NG
podemos observar que la actividad GInAl es menor pero la actividad GS total es igual
qgue la observada en la cepa salvaje USDA 110 indicando que en estas condiciones la
actividad GS total esta compuesta por GInAl y por alguna de las otras copias/isoformas
de GS.

Estos resultados nos indican que, en una condicién de exceso de N, como es el medio
Evans NG, la delecidon de las copias de GS no afecta la actividad enzimatica total,
probablemente debido a que la presencia de las demas copias sea suficiente para
metabolizar el NH4* necesario para que la bacteria pueda crecer de igual manera que lo

hace la cepa salvaje (Figura V.1 - Panel Ay B).

V.3.2 Andlisis de expresion de las distintas copias de GS

Para finalizar los ensayos de caracterizacién fenotipica de estas cepas mutantes
evaluamos la expresion relativa de las glutamino sintetasas para las cepas Ag/lnAl y
Aglinll en el medio Evans NG. Como mencionamos anteriormente, las cepas mutantes y
la salvaje USDA 110 se crecieron durante 5 dias a 28°C y a 180 rpm en el medio
anteriormente mencionado.

En la Figura V.9 - Panel A se pueden observar los resultados obtenidos al evaluar la
expresion relativa de las glutamino sintetasas en la cepa Ag/nAl. Llamativamente, a
pesar de encontrarnos en una situacion de exceso de N, vemos que la ausencia de glnA1
genera una sobreexpresion de 40 veces del gen que codifica para la isoforma GSllI (g/nll),
mientras que la expresion del resto de las copias de la isoforma GSI (g/nA2, ginA3 y
g/nA4) no se ven modificadas en relacién a la cepa salvaje. Estos resultados sugieren que
la copia GInA1l juega un rol fundamental en presencia de grandes cantidades de NH4*.
Ademads, el marcado aumento de los niveles de transcripto de g/n// nos conduce a pensar
gue en su ausencia su funcién podria ser reemplazada por la isoforma GSlI, y no por
ninguna de las otras copias de GSI. En este caso, podemos correlacionar un aumento de
transcripto con un aumento de actividad enzimatica. Seria deseable obtener los niveles
de proteina GSIl en el mutante g/nAl en estas condiciones para afirmar nuestra

hipdtesis.
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Figura V.9 Expresion relativa de los genes que codifican para las glutamino sintetasas: g/inA7,
glnAz, glnA3, glnA4 y ginllpara las cepas mutantes Ag/inA1 (A) y Aginil (B) en relacién a la cepa
B. diazoefticiens USDA 110 cultivadas en medio Evans NG durante 5 dias. El fold change
representa la diferencia de expresion entre un determinado gen en la cepa mutante en relacion
a la cepa salvaje. Los datos que se muestran corresponden al promedio de al menos dos réplicas
biolégicas evaluadas en triplicado y su desviacién estindar. Se consideran como
sobreexpresados aquellos genes que presentan un fold change mayor a 2, mientras que
consideramos reprimidos aquellos cuyo fold change sea menor a -2. (*) representa una
diferencia significativa.

Por otra parte, al evaluar los niveles relativos de transcriptos en la mutante Ag/nll vemos
gue ninguna de las copias de la isoforma GSI se ve modificada en relacion a la cepa
salvaje (Figura V.9 - Panel B). Estos datos se correlacionan con aquellos obtenidos
mediante la medida de la actividad enzimatica de GInAl y GS total donde el mutante
Aglnll cultivado en Evans NG no presenté diferencias significativas (Figura V.8). Estos
resultados podrian indicar que, la ausencia de esta isoforma en condiciones de exceso
de N no afecta el metabolismo de la bacteria, lo que concuerda con los datos
bibliograficos (Darrow, 1980; Fuchs et al., 1980; Carlson et al., 1987; Martin et al., 1988),
o bien que el nivel de activacién (deadenilacién) de GSI es mayor, logrando una actividad
especifica total igual que la cepa salvaje. Nuevamente, en este caso, seria fundamental
evaluar la cantidad de subunidades deadeniladas de GSI para corroborar alguna de las

hipdtesis.
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V.4 Obtencidn de un antisuero frente a la proteina GSlII

Los ensayos descriptos hasta el momento nos permitieron analizar los niveles de
transcriptos de las glutamino sintetasas, sin embargo, debido a los inconvenientes
encontrados con el ensayo y-glutamil transferasa, sélo pudimos realizar el analisis a nivel
funcional de la actividad enzimatica para GInAl o la GS total mediante el método
biosintético, quedando una gran incdgnita sobre la isoforma GSII.

Ademas, como mencionamos en la introduccion de este capitulo, una de las grandes
diferencias entre GSI y GSII, tanto en B. diazoefficiens como en la mayoria de los
microorganismos que poseen estas dos isoformas, es que GSI se encuentra regulada por
adenilacion reversible (Darrow y Knotts, 1977), mientras que para GSIl aun no se ha
descripto regulacién postransduccional sino que la transcripcion del gen que la codifica
(gInll) se induce en respuesta a la limitacidén de la fuente nitrogenada (Darrow, 1980,
Carlson et al., 1986; Carlson et al., 1987; Martin et al., 1988). Sin embargo, como
describimos en el Capitulo I, en bacterias como Rhizobium leguminosarum se ha
reportado la existencia de un regulador postranscripcional de g/nll, denominado Gstl
(Glutamine synthetase translational Inhibitor), una pequefia proteina (63 aminoacidos)
gue actua a nivel del ARNm del gen g/nll segun la disponibilidad de N. Cuando el N se
encuentra en exceso, gst/ se expresa, y a pesar de que es posible encontrar transcriptos
de gInll, no se observa proteina GSlI, y por ende, tampoco es posible detectar actividad
enzimatica GSII.

Cuando analizamos el entorno génico de g/nll en B. diazoefficiens detectamos que rio
arriba de dicho gen se encuentra ubicado un gen homalogo al gst/ de R. lequminosarum.
Entonces, considerando que los niveles de transcripto de gInll podrian no
correlacionarse con la presencia de la proteina GSII, sumado a la imposibilidad técnica
de medir la actividad enzimatica de dicha enzima, nos propusimos obtener un
anticuerpo anti-GSII que nos permita, al menos, detectar la presencia/ausencia de dicha

proteina en nuestras cepas de estudio.
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V.4.1 Construccion del vector de expresion pET22b(+)::glnll

Como primer paso para la obtencion del anticuerpo frente a la proteina GSlI, se procedid
a la sobreexpresion de dicha proteina en cepas de E. coli BL21 DE3. Para ello,
construimos el vector de expresion pET22b(+)::gInll utilizando el vector comercial
pET22b(+) (Novagen) en el cual se cloné el gen glnll completo y en marco. Los cebadores
utilizados (Exp_glnll_Fw/ Exp_gInll_Rv ver secuencia en Tabla I1.3.1) se disefiaron para
amplificar el gen ginll a partir de su coddn de inicio hasta el ultimo coddn antes del coddn
de terminacidn sin incluir este ultimo ya que el vector pET22b(+) contiene rio debajo de
su sitio multiple de clonado la secuencia para la etiqueta His-Tag que serd necesaria en

pasos posteriores para la purificacién de nuestra proteina (Figura V.10).

Exp_ginll_Fw
Ndel \/

CATATGaccaagtataagctcgagtacatctggcetcgacggatatacgecgactccgaacttgegeggcaaaactcagatcaaggaatte

gcgtegttcccgacgetcgageagceticcgetetggggcettcgatggetectccacccageaggecgaaggecacagcetctgatigegtgetga
agccagtcgecgtcttcccggacgecgegegeaccaacggegtgetcgtgatgtgegaagtcatgatgecegatggcaagaccccgcacgec
tccaacaagcgegcecaccattctcgacgacgecggegectggticggettcgagecaggaatacticttctacaaggacggecgteegetegge
ttcccgacctecggttatccggegocgcagggcccgtactacaccggegteggctictcgaacgtcggegacgtegeccgcaagategtcgaa
gagcatctcgacctctgectcgeggecggeatcaaccatgaaggeatcaacgeggaagicgegaagggcecagtgggaattccagatettcgg
caagggctccaagaaggecgctgacgaaatgtggatggeccgetacctgatgctgegectgaccgagaagtacggcatcgacatcgagticce
actgcaagccgettggcgacaccgactggaacggetccggeatgeacgecaacttctcgaccgagtacatgegcacggtcggeggcaagga
gtacttcgaggcgctgatggcetgecticgacaagaacctgatggaccacatcgecgtctacggeccggacaacgacaagegtctgaccggcea
agcacgagaccgcgcecgtggaacaagttcagetacggegtggecgaccgeggegcttegatecgegtgecgeactecttegtcaacaacgge
tacaagggctatctggaagaccgtcgeccgaactcgecagggcegacccataccagatcgettcgecagatectgaagacgatctegtcegtgec
gaccgagaagaaggeegtcs o raccTTeceeccacacTcaaccAccaccaccaccacc Al

His-Ta
:

Exp_gInll_Rv

Figura V.10 Esquema del fragmento de g/n//ligado al vector de expresion pET22b(+). En celeste
se muestra la secuencia de g/n/lamplificada utilizando los cebadores Exp_glnll_Fw/ Exp_gInll_Rv
y en negro la secuencia correspondiente al vector de expresion rio abajo al sitio de insercion del
fragmento. Resaltado en amarillo encontramos el sitio de corte para la enzima Ndel (donde vemos
la superposicién del mismo con el coddén de inicio del gen) y resaltado en azul el sitio de corte de
la enzima Sall. La secuencia resaltada en gris se muestra la secuencia His-Tag seguida del codén
de terminacion resaltado en rojo.
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Ademds, se adiciond al extremo 5’del cebador Exp_gInll_Fw el sitio de restriccién para
la enzima Ndel (CATATG) haciendo coincidir el ATG del sitio de restriccion con el ATG de
inicio del gen. Por otra parte, al cebador Exp_glInll_Rv se le adicioné en su extremo 5’el
sitio de restriccion para la enzima Sall. Ambos sitios de restriccidn se adicionaron para
realizar un clonado direccionado del fragmento.

La estrategia de clonado utilizada para la construccion del vector pET22b(+)::glnll se
detalla en la Figura V.11. Brevemente, se amplific6 mediante PCR un fragmento de
1047pb conteniendo el glnll utilizando los cebadores Exp_ginll_Fw/ Exp_gInll_Rv y la
enzima PFU ADN polimerasa (Figura V.11 - gel a). Posteriormente, el vector pET22b(+)
y el fragmento de ginll se digirieron con las enzimas Ndel y Sall (Figura V.11- gel b) y se
ligaron para obtener el vector pET22b(+)::g/nll. La obtencién de la construccién se
confirmé en primer lugar mediante PCR utilizando los mismos cebadores de expresién
Exp_gInll_Fw/ Exp_gInll_Rv (Figura V.11 - gel c) y, posteriormente mediante

secuenciacion.
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Figura V.11 Esquema de la estrategia general de clonado utilizada para la obtencion del vector de
expresion pET22b(+)::g/n/l que contiene el gen g/n// (blr4169) completo y en marco para su
sobreexpresion. A los costados de los geles se indican los pesos moleculares de los fragmentos de
interés (rosa) y del marcador de peso molecular (celeste).
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V.4.2 Obtencion de la proteina GSlI

Una vez generada la construccién pET22b(+)::gInll se procedid a realizar la induccién con
IPTG para sobreexpresar el gen glnll y, por ende, expresar la proteina GSIl en una cepa
de E. coli BL21 DE3 como se describe detalladamente en el Capitulo 11.4.5. Se
recolectaron muestras a 2hs, 5hs y 24hs post induccién y se trataron como se describe
en el Capitulo Il para analizar la presencia/ausencia de nuestra proteina de interés tanto
en la fraccion soluble como en la insoluble.

Al observar las muestras obtenidas en un gel de poliacrilamida (Figura V.12)
efectivamente pudimos confirmar que luego de 2hs de incubacién con IPTG 0,3 mM
encontramos una banda que coincide con el peso molecular aproximado esperado para
la proteina GSII (36 kDa), y cuya cantidad aumenta al aumentar el tiempo de exposicidén
a IPTG. Esta banda no se encuentra en la muestra sin inducir. Ademas, pudimos observar
gue la mayor parte de nuestra posible proteina de interés se encontraba en la fraccién
insoluble, es decir, dentro de cuerpos de inclusion de la bacteria.

Una vez que obtuvimos la proteina del peso molecular coincidente con la proteina GSlI,
se confirmd su identidad mediante Espectrometria de Masa MALDI-TOF (servicio
brindado por el Centro de Estudios Quimicos y Biolégicos - UBA).

Finalmente, y considerando que nuestra proteina se encuentra ubicada dentro de
cuerpos de inclusidn, decidimos llevar a cabo la purificacién de la proteina GSIl mediante
un cultivo en batch desnaturalizante con urea. La purificacién de la misma se realizé
gracias a la etiqueta His-Tag que fusionamos a GSll y la resina de afinidad Ni-NTA (Nikel-
nitrilotriacetic acid — Invitrogen). Los protocolos utilizados se describen detalladamente

en el Capitulo 11.4.7.
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36kDa —
33kDa ~ S

Figura V.12 Anadlisis mediante SDS-PAGE de la induccién de la expresién de la proteina GSII. En la
figura se muestra un gel de 12,5% SDS-PAGE, en el que se indican las fracciones soluble e
insoluble. Al costado del gel se muestran los pesos moleculares de la proteina GSII (rosa) y del
marcador de peso molecular (celeste)

M- Utilizamos como marcador de peso molecular una muestra de flagelinas de B. diazoefficiens
USDA 110 que poseen tamafios de 33 kDa y 65 kDa

1- Proteinas totales de E. coliBL21 -pET22b(+)::g/nl/sin induccién

2- Proteinas totales de E. coliBL21 -pET22b(+)::gln/l 2hs post induccién

3- Proteinas totales de £. coliBL21 -pET22b(+)::g/n/l 5hs post induccién

4- Fraccién soluble de proteinas de £. coliBL21 -pET22b(+)::g/n/l 2hs post induccién

5- Fraccién insoluble de proteinas de £. coliBL21 -pET22b(+)::g/n/I 2hs post induccién

6- Fraccidn soluble de proteinas de E. co/iBL21 -pET22b(+)::g/n/l 5hs post induccién

7- Fraccion insoluble de proteinas de £. co/iBL21 -pET22b(+)::g/n/l 5hs post induccién

Para la elucidn de la proteina purificada se realizaron 3 lavados con Buffer de Lavado
con concentraciones crecientes de Imidazol (Imidazol 5mM / 10mM / 20mM) vy
posteriormente con 3 lavados con Buffer de Elucidn Nativo con concentraciones de
50mM/ 100mM/ 250mM de Imidazol recolectando el sobrenadante en cada uno de
ellos. Como control de la purificacién se corrié en un gel de SDS-PAGE una muestra sin
inducir, la proteina 2 horas post induccion y una muestra de las distintas fracciones de
lavado y de elucion. En la Figura V.13 puede observarse que, efectivamente, la mayor

parte de la proteina purificada se obtuvo en la ultima fraccién eluida.
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1- Proteinas totales de E. coli BL21 -
pET22b(+)::g/nilsin induccién

2- Proteinas totales de E. coli BL21 -
pET22b(+)::g/n/l 2hs post induccién
3-Sobrenadante obtenido luego de
Lavado 1 (5mM Imidazol)
4-Sobrenadante obtenido luego de
Lavado 2 (10mM Imidazol)
5-Sobrenadante obtenido luego de
Lavado 3 (20mM Imidazol)
6-Sobrenadante obtenido luego de
Elucién 1 (50mM Imidazol)
7-Sobrenadante obtenido luego de
Elucién 2 (100mM Imidazol)
8-Sobrenadante obtenido luego de
Elucién 3 (250mM Imidazol)

36kDa

Figura V.13 Analisis mediante SDS-PAGE de la purificacién de la proteina GSII. Se realizaron sucesivos
lavados con Buffer de Lavado y Buffer de Elucién, ambos con concentraciones crecientes de imidazol.
Al costado del gel se muestra el peso molecular de la proteina GSII (rosa).

Por ultimo, se llevd a cabo la didlisis contra PBS de la Gltima fraccidn de elucidn utilizando
una membrana de celulosa (MEMBRA-CEL MC18 X 100 CLR, Viskase Companies, USA).
La muestra purificada y dializada fue la utilizada posteriormente para ser inyectada en

ratones para producir el anticuerpo.

V.4.3 Ensayos de Western Blot utilizando el antisuero GSlI

Una vez obtenido el suero de los ratones inmunizados con la proteina GSlI, llevamos a
cabo un ensayo preliminar de Western Blot a partir de muestras de proteinas totales de
un cultivo de B. diazoefficiens USDA 110 crecido en el medio de Evans Glutamato. En
particular, seleccionamos este medio de cultivo para realizar los primeros analisis de
Western Blot porque como describimos anteriormente en el Capitulo lll, en dicho medio
B. diazoefficiens posee aumentado sus niveles de transcriptos de g/n/l y posee una
elevada actividad enzimatica, indicando que se encuentra limitado en N y que

probablemente los niveles de GSII sean elevados y facilmente detectables.
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Como se observa en la Figura V.14 efectivamente el anticuerpo obtenido fue capaz de
detectar la presencia de la proteina GSIl en la muestra utilizada como control positivo
perteneciente a una de las fracciones de elucidon obtenida mediante el proceso de
purificacion de la proteina (calle 2). Sin embargo, cuando se analizé la muestra de las
proteinas totales de B. diazoefficiens USDA 110 observamos un gran bandeado
inespecifico (calle 1). Por otra parte, en la region correspondiente al peso molecular
donde esperamos encontrar a GSII (36kDa) pareciera observarse una banda mas intensa,
aungue debido a la gran inespecificidad del anticuerpo no podriamos asegurar que

corresponda a nuestra proteina de interés.

Figura V.14 Andlisis por Western blot de las
proteinas de B diazoefficiens utilizando el
anticuerpo anti-GSII

1- Proteinas totales de B. diazoefficiens USDA 110
cultivada en Evans Glutamato

2- Control positivo. Fraccion eluida durante la
purificacion de la proteina GSII

Frente a este resultado decidimos obtener nuevamente proteinas totales de B.
diazoefficiens USDA 110 cultivando la cepa en el medio de Evans y en las variantes Evans
NG, Evans Glutamato y Evans NH4* durante 5 dias. De esta manera, esperabamos
observar la deteccidon de GSII en las muestras de proteinas obtenidas de cultivos en
Evans Glutamato y Evans NH4*, mientras que en las muestras de proteinas obtenidas de
bacterias cultivadas en Evans y Evans NG no deberia observarse la presencia de la
proteina. En este caso, también incluimos como control negativo proteinas totales
obtenidas de la cepa mutante Agl/nll cultivado en Evans Glutamato y Evans NHs*. En
todos los casos evaluados, las muestras de proteinas obtenidas del mutante Ag/nil no
deberian mostrar deteccion de GSII.

Como se observa en la Figura V.15, nuevamente pudo detectarse, aunque de manera
muy tenue, la proteina GSIl a partir de la muestra obtenida durante el proceso de

purificaciéon (calle 7). En esta muestra también puede observarse un bandeado
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inespecifico. Sin embargo, en el resto de las muestras analizadas (calles 1 a 6) sélo pudo
detectarse este mismo bandeado inespecifico, incluso en las muestras pertenecientes al

mutante Aglinll.

- 36kDa

Figura V.15 Anélisis por Western blot utilizando el anticuerpo anti-GSII sobre:

1- Proteinas totales de B. diazoefficiens USDA 110 cultivada en medio Evans

2- Proteinas totales de B. diazoefficiens USDA 110 cultivada en medio Evans NG

3- Proteinas totales de B. diazoefficiens USDA 110 cultivada en medio Evans NH4*

4- Proteinas totales de Ag/n// cultivada en medio Evans NH4*

5- Proteinas totales de B. diazoefficiens USDA 110 cultivada en medio Evans Glutamato
6- Proteinas totales de Ag/n// cultivada en medio Evans Glutamato

7- Fraccion eluida durante la purificacion de la proteina GSII (control positivo)

Lamentablemente, con este ensayo preliminar de Western blot no fue posible
determinar la sobreexpresién de GSIl en las muestras analizadas, quizas debido a la
metodologia utilizada para obtener las proteinas totales de los cultivos bacterianos,
guedando como perspectiva de este trabajo continuar con la puesta a punto de esta

técnica.

V.5 Resumen y discusion

A lo largo de este capitulo abordamos la caracterizacion fenotipica de las cepas
mutantes en las distintas GS: AglnAl, AglinA2, AginA3, Aginll y la doble mutante
AgIinA1AgInA2, con el objetivo de identificar si todas las copias de g/nA se encuentran
involucradas en la asimilacion del NHs* en B. diazoefficiens y de ser asi, el rol que cada

una de ellas cumple en esta compleja via metabdlica.
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El andlisis de las cinéticas de crecimiento en batch demostrd que las cepas mutantes no
presentan un crecimiento diferencial en relacién al comportamiento de la cepa parental,
en ninguno de los medios evaluados independientemente de la relacion C/N y de la
fuente de N utilizada (Figuras V.1 y Figura V.2). Esto nos sugiere que ninguna de las
enzimas GS es por si sola esencial para el crecimiento de la bacteria en vida libre.
Considerando que la relaciéon de las cantidades relativas de a-cetoglutarato y de
glutamina dentro de la célula (relacidn C/N intracelular) son las que regulan la activaciéon
de GSl y la expresion de GSllI (Darrow, 1980; Fuchs et al., 1980; Carlson et al., 1987;
Martin et al., 1988), esperabamos obtener diferencias al menos en aquellos medios
limitados en N. Sin embargo, ninguna de las cepas mutantes individuales, ni la doble
mutante AglnAl1AginA2, se vieron afectadas, indicando que las diferentes GS
encontradas en B. diazoefficiens podrian estar reemplazandose unas a otras.

A partir de la determinacién de la actividad GS por el método y-glutamiltransferasa
llamativamente sélo pudimos detectar la actividad de la isoforma GSI, en particular de
GInALl. Esto nos permitid sacar algunas conclusiones que se complementaron luego con
las medidas obtenidas por el ensayo biosintético.

La caracterizacion fenotipica de las cepas mutantes mediante estos métodos nos brindd
resultados sumamente interesantes. En primer lugar, mediante el método Y-
glutamiltransferasa encontramos que, en los medios Evans NH4*, Evans Bajo N y Evans
NG, la falta de la copia g/nA2 siempre produce una disminucién estadisticamente
significativa (p<0,01) de la actividad de la copia GInAl, indicando que probablemente
GInA2 cumple un rol determinado, aun desconocido, que influye en la funcidn que lleva
a cabo GInA1l (Figuras V.3 — Panel A, Figura V.4 y Figura V.8). Este comportamiento
sorpresivamente solo se observo en medios que contenian NH4* y no asi en medios con
glutamato como unica fuente nitrogenada, indicando que la activacién o la funcién de
GInA2 se lleva a cabo principalmente en presencia de NH4*. Lamentablemente, los datos
obtenidos en el presente trabajo no fueron suficientes para esclarecer este mecanismo
de regulacion.

Por otra parte, cuando analizamos el comportamiento de Ag/ni/l en Evans NHs* y en
Evans Glutamato encontramos que la actividad GS total es igual a la obtenida para la
cepa salvaje (Figura V.5). Sin embargo, también observamos que la ausencia de la

isoforma GSII podria estar generando un aumento en la actividad de GInAl en Evans
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NHs* (Figura V.3 - Panel A). En este sentido, al evaluar el comportamiento de esta cepa
en una condicidn de extrema escasez de NH4*, como sucede en un medio Evans Bajo N,
efectivamente pudimos detectar que el aumento de la actividad de GInAl se vuelve
estadisticamente significativo con respecto a la salvaje (Figura V.4), indicando que en
estas condiciones GInAl se encontraria reemplazando la falta de GSII. Por el contrario,
en el medio Evans Glutamato no detectamos diferencias significativas de la actividad de
GInA1l en la cepa Aglnll con respecto a la cepa salvaje USDA 110 (Figura V.3 - Panel B).
Estos resultados indican que, a pesar que los medios Evans NHs* y Evans Glutamato
poseen la misma relacidn C/N, la fuente nitrogenada utilizada tiene un efecto diferencial
sobre la actividad de las distintas copias de enzimas GS, probablemente debido a que
las rutas metabdlicas y enzimas involucradas en la asimilacién de glutamato son
diferentes de aquellas involucradas en la asimilacion de NH4*.

Sin embargo, cualquiera sea la condicion de cultivo, no pudimos correlacionar el
aumento de actividad de GInA1l en el mutante Ag/n// con un aumento de transcriptos
del gen g/lnA1, ni tampoco de las otras copias de g/nA (Figura V.6, Figura V.7 y Figura
V.9). De alguna manera, pareceria que la falta de la isoforma GSII es reemplazada por
un aumento de activacién de GInA1l y/o GInA2, y que la regulacién de estas enzimas no
seria a nivel de transcripcién sino postraduccional (deadenilacion).

En relacién a las cepas mutantes Ag/inAl y AgIinA1AginA2, pudimos detectar por el
método biosintético que cuando el medio se encuentra limitado en N, tanto en
presencia de NH4* (Figura V.5 - Panel A) como de glutamato (Figura V.5 - Panel B),
presentan una menor actividad GS total en relacion a la detectada para la cepa parental,
e incluso, en el medio limitado en NH4*, AgInA2 también presenta el mismo fenotipo
(Figura V.5 - Panel A). Este resultado nos indica que la copia g/nA2 de la isoforma GSI
también es funcional y seria relevante en presencia de NHa*, pero no asi en presencia de
glutamato. Asimismo, podriamos sugerir que la ausencia de GInAl o de GInA2 en Evans
NH4* no seria reemplazada, en principio, por ninguna de las otras GS de B. diazoefficiens
ya que la actividad total en las cepas en estas copias mutantes se ve disminuida en
relacion a la cepa salvaje (Figura V.5 - Panel A). Sin embargo, la actividad de las copias
gue estén activas en estos mutantes seria suficiente para metabolizar eficientemente el
escaso NHs* disponible (Figura V.5) y poder crecer al igual que la cepa salvaje (Figura

V.2).
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El analisis de expresidn de transcriptos de ginA2, ginA3, ginA4 y ginll en la cepa mutante
AglnA1, nos resulté llamativo, ya que pudimos determinar que Unicamente en el medio
Evans Glutamato la ausencia de esta copia conduce a un aumento en los niveles de
transcriptos de g/nll (Figura V.9 — Panel A), no ocurriendo lo mismo en el medio Evans
NHs* (Figura V.7 — Panel A). Sin embargo, este aumento en la expresidn de g/nll no fue
suficiente para igualar la actividad especifica de la enzima (Figura V.5 — Panel B). De
todas maneras, este resultado indica que la ausencia de la copia GInAl podria ser
reemplazada por la isoforma GSll en presencia de glutamato. En contraposicién, los
datos obtenidos al evaluar el mutante Ag/nAl en Evans NH4* (Figura V.6 — Panel A)
indican que las enzimas encargadas de la asimilacion en dicha condicién serian GInA2 y
GSlI, ya que los transcriptos de GInA3 y GInA4 no son detectados. Sin embargo, no seria
necesario un aumento de transcriptos de g/nA2 y ginll, sino que probablemente se
encuentren reguladas de manera postraduccional. En este caso, la imposibilidad de
detectar transcriptos de glnA3 y ginA4 en el medio Evans NH4* nos sugiere que dichas
copias en esas condiciones no se encuentran expresadas o lo hacen en bajos niveles
(Figura V.6 — Panel A). Nuevamente, pareceria haber una regulacién diferencial de la
enzima GSll segun la bacteria se encuentre bajo la limitacién de NHs* o de glutamato.
Por ultimo, en aquellos ensayos donde las cepas mutantes fueron cultivadas en un
medio con exceso de N, como el medio Evans NG, sélo la delecién de g/InA2 produjo una
diferencia significativa en la actividad de GInAl (Figura V.8 — Panel A) indicando
nuevamente la importancia de esta copia en presencia de NHs*. Por otra parte,
observamos que el resto de los mutantes evaluados mediante los dos métodos de
deteccidn enzimatica utilizados, no presentaron diferencias significativas en relacién a
la cepa salvaje (Figura V.8). Sin embargo, un dato llamativo en este medio, fue el
aumento de expresion del gen ginll en el mutante Ag/nAl aun cuando la bacteria se
encuentra en medios con exceso de N, donde no deberia encontrarse muy expresada
(Carlson et al., 1987). Posiblemente este aumento en los niveles de transcripto de ginll
traiga aparejado un aumento en la actividad enzimdatica GS en el mutante Ag/nA1 hasta
alcanzar los niveles de la cepa salvaje.

Finalmente, al analizar el fenotipo de la cepa Ag/nA3 encontramos que esta copia no
genera diferencias significativas en la actividad enzimatica de GInAl ni en la actividad

GS total en ninguno de los medios limitados en N (Figura V.3 y Figura V.5). El mismo
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fenotipo fue observado cuando el medio utilizado fue Evans NG (Figura V.8). En
conjunto, estos datos sugieren que, al menos en las condiciones evaluadas, esta copia
no seria relevante para la asimilacién de NHs* en B. diazoefficiens.

Los resultados en su conjunto obtenidos en este trabajo nos conducen a pensar que a
pesar de la existencia de multiples copias de la enzima GS, la asimilacién de NHa4* en B.
dazoefficiens se lleva a cabo principalmente por la accion catalitica de la copia GInAl y
GInA2 de la isoforma GSl y de la isoforma GSII. Sin embargo, aln faltan algunos ensayos
para terminar de afirmar esta hipétesis, como por ejemplo la determinacién de la
cantidad de subunidades de GInAl adeniladas y la determinaciéon de cantidad de
proteina GSII.

Con respecto a esta ultima consideracion, logramos sobreexpresar exitosamente la
proteina GSll de B. diazoefficiens en cepas de E. coli (Figura V.12) para desarrollar un
anticuerpo especifico contra la misma con el objetivo de detectar al menos su presencia
o ausencia. Por ultimo, el suero anti — GSll obtenido se utilizd en ensayos preliminares
de Western Blot, los cuales demostraron que efectivamente el anticuerpo es capaz de
detectar la proteina GSll a partir de muestras puras de dicha proteina. Sin embargo, no
fue posible detectar la proteina en muestras obtenidas a partir de cultivos de B.
diazoefficiens (Figura V.14 y Figura V.15). Por lo tanto, nos queda como perspectiva de
este trabajo poner a punto la metodologia de obtencién de dichas proteinas para luego

evaluar la presencia/ausencia de esta proteina en las cepas mutantes obtenidas.
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Introduccion

Las proteinas Pll son una familia de proteinas de transduccién de sefiales que se dividen
fundamentalmente en dos subfamilias denominadas GInB (codificada por el gen g/inB) y
GInK (codificada por el gen gInK). Estas dos proteinas son muy similares entre ellas y
exhiben una versatilidad funcional muy llamativa, siendo capaces de reemplazarse para
llevar a cabo algunas funciones (Arcondeguy et al., 2001; Zhang et al., 2001; Gosztolai et
al., 2017), pero a su vez, teniendo roles y propiedades completamente diferentes
(Atkinson et al., 1999; Arcondéguy et al., 2001; Atkinson et al., 2002; Blauwkamp et al.,
2002; Yurgel et al., 2010).

En conjunto, las funciones que cumplen estas proteinas resultan esenciales en la
coordinacion de la regulacion de diversos procesos. Principalmente, se encargan de
integrar el metabolismo del N y C intracelular mediante la interaccién con moléculas
como la glutamina y el a-cetoglutarato, representantes de los niveles de N y C
intracelulares respectivamente. Ademas, las proteinas Pll son capaces de detectar el
estado energético de la célula gracias a su unién a ATP o ADP. Por lo tanto, dependiendo
de las moléculas con las que interaccionen (glutamina, a-cetoglutarato, ATP, ADP) y
dependiendo de la conformacién que adopten como consecuencia de estas uniones, las
proteinas Pll pueden interactuar con diversas proteinas blanco, las cuales en su mayoria
intervienen en respuesta al estrés por N (NSR).

Como ya hemos mencionado en capitulos anteriores, las proteinas Pll son las principales
encargadas de transmitir las sefiales que permitiran la activacién/inactivacion de la GSI
y la regulacion de la expresién de g/nll (GSII). Asi, en los rizobos, cuando los niveles
intracelulares de N son escasos las proteinas Pll son uridiladas por el regulador maestro
GInD. En esta condicion las Pll son capaces de unirse a la proteina GInE y activar su
funcién adenilremovasa, la cual permite la deadenilacién y por ende, la activacidn de la
GSI. A su vez, Pll uridilada induce la activacién del sistema de dos componentes NtrBC,
donde el regulador de respuesta NtrC es el principal encargado de regular la expresion
de varios genes que intervienen en la asimilacién de NH4*, entre los que encontramos el
gen glnll. Si GSIl no posee regulaciones postranscripcionales como se ha descripto hasta
el momento en B. diazoefficiens, entonces una vez formada la enzima GSll la misma sera

activa. Ademas de su rol en la activacion de la NSR, las proteinas Pll intervienen en la
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regulacion del ingreso de NH4* a la célula. Se ha descripto para E. coli que esta regulacidon
se produce mediante la unién directa de GInK al transportador de NH4* denominado
AmtB (Javelle et al., 2004; Conroy et al., 2006). Se cree que debido a esta interaccién
fisica entre las proteinas GInK-AmtB, los genes g/nK y amtB (gen que codifica para el
transportador de NHs*) suelen encontrarse ubicados de manera adyacente en los
genomas y, salvo en escasas excepciones, se transcriben de manera conjunta (Thomas
et al., 2000a).

Por ultimo, se ha descripto que en arqueas como H. mediterranei (Pedro-Roig et al.,
2011) o bacterias fototrépicas como Rhodopseudomonas palustris (Connelly et al., 2006)
y Rhodospirillum rubrum (Zhang et al., 2001; Zhang et al., 2003) poseen en sus genomas
una duplicacion génica de glnK, cada una de las cuales estd acompafiada de una copia
de amtB. Sorprendentemente, B. diazoefficiens también posee dos copias del par g/nk-
amtB en su genoma, las cuales no han sido descriptas ni estudiadas hasta ahora. Incluso,
esta duplicacién génica no ha sido descripta en ningun otro rizobio, y en aquellos
organismos donde se ha descripto, aln no se ha podido describir con certeza el rol
especifico que cumple cada una de las copias de GInK.

Ante la ausencia de conocimiento sobre estas proteinas en B. diazoefficiens USDA 110
nos propusimos investigar si las dos copias de g/nK se expresan, y si es asi, determinar si
son funcionales. El objetivo final de este analisis es intentar dilucidar el rol que cumple
cada una de las GInK, junto con GInB, en la regulacién del metabolismo de N de este
rizobio.

En el presente capitulo abordaremos estas preguntas mediante la construccion de
mutantes delecionales en cada una de las copias de los genes que codifican para las
proteinas Pll (gInB, y ambas copias de g/nK) y el andlisis de los fenotipos obtenidos para

cada cepa mutante en vida libre.

VI.1 Analisis bioinformaticos
VI.1.1 Andlisis de secuencias de las proteinas Pl

Al analizar el genoma de B. diazoefficiens USDA 110 (Kaneko et al., 2002) encontramos

una copia del gen g/nB (ORF blr4948) de 339 nt que, como mencionamos en el Capitulo
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IV, se encuentra ubicado rio arriba de la copia gInA1 (ORF blr4949) del gen que codifica
para la GSI. Ademds, encontramos dos copias de g/inK que hemos denominado g/nk1
(ORF blr0612) de 402 nt y gink2 (ORF blr0606) de 339 nt. La nomenclatura elegida en
este trabajo no coincide con el orden en el que estos genes se ubican en el genoma, sino
que ha sido designada arbitrariamente. De esta forma, denominamos g/nk1 a la copia
que se encuentra rio arriba del gen que codifica para el transportador de amonio AmtB
(ORF blr0613 - que denominamos amtB1) y ginkK2 a la copia que se encuentra rio arriba
de una copia putativa de dicho transportador de NHs* conformada por dos genes

consecutivos (ORF blr0607/0ORF blr0608 — que llamamos amtB2) (Figura VI.1- Panel A).

amtB2 gink1

bir0607

blr0611

bir0610

bir0608

amtB1
amtB2

ginB ginAl
bir4949

B)
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GLnK1 MANQSRNAR PRPDRAQAGIGPMKIVMATIKPFKLEEVRDALTAIGVHGLTVTEVKGYGRQ
GLNK2 ~  ——mmmmmmmmmmmmmmmmeee MKLVVAIIKPFKLDEVRQALTAIGVHGMTVTEVKGYGRQ
% s *‘k******:**::** :*:::\':*‘k*‘.\'.t‘k:**t
G1nB KGHAELYRGAE¥ TVDFLPKVKIEIVIGDDLVERAIDATRRAAQTGRIGDGKIFVSNIEEA
G1nK1 KGHTEIYRGAEY¥AVS FLPKIK TEVAVASDQVDKTIDATT SAAKTGQIGDGKIFVINLDHA
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Figura VI.1 A) Organizacion gendmica de los c/usters que contienen los genes g/nB, ginK1-amtB1y
glnK2-amtBZ2en el genoma de B. diazoefficiens USDA 110. B) Comparacién de las secuencias de las
tres proteinas Pl de B. diazoefficiens USDA 110. La region perteneciente al extremo C-terminal se
muestra en celeste, el sitio de uridilacién en rojo y el residuo Tyr51 se resalta en gris. El
alineamiento se llevé a cabo utilizando el programa ClustalO
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo).
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Mediante el analisis in silico de regiones caracteristicas de las secuencias proteicas de
las Pll de B. diazoefficiens, detectamos en las tres secuencias analizadas la regién
correspondiente al sitio de uridilacién que contiene el residuo Tyr51, el cual ha sido
descripto en otros microorganismos como el residuo donde GInD lleva a cabo la
uridilacion (Reitzer, 2003; Ninfa y Jiang, 2005). También fue posible detectar en las tres
secuencias una region especifica conservada en la familia de PIl que se ubica en el
extremo C-terminal (Figura V1.1 — Panel B).

Por otra parte, al alinear las secuencias proteicas de GInB (112 aa), GInK1 (133 aa) y
GInK2 (112 aa) de B. diazoefficiens encontramos que, llamativamente, GInK1 posee 21
residuos mds en su extremo N-terminal en relacidon a GInB y a GInK2. Esta secuencia
adicional fue analizada mediante programas bioinformaticos y no se pudo asignar una
funcion caracteristica. Ademas, estos 21 aminoacidos no son detectados en secuencias
de GInK de otras especies. Estas observaciones, junto a la presencia de una segunda
metionina (M) en la posicion 22 (posicién donde comienza la secuencia codificante de
GInB y GInK2), nos conduce a pensar que probablemente la secuencia haya sido mal
asignada en la base de datos. A pesar de esto, durante el trabajo realizado en esta tesis
se consideraron estos 21 aminoacidos como parte de la secuencia de GInK1.

Cuando comparamos las secuencias de las distintas Pll de B. diazoefficiens entre ellas,
encontramos que el porcentaje de identidad es del 77% para GInK1y GInK2, de 63% para
GInK1 y GInB y de un 61% para GInK2 y GInB. A pesar de tener un alto porcentaje de
identidad, igualmente, si todas ellas fueran funcionales, cada una podria tener un rol
diferente dentro de la regulacién del metabolismo del N o en algun otro proceso aun no
identificado.

Sorprendentemente, si comparamos las secuencias de las PIl de B. diazoefficiens con
secuencias homologas de bacterias evolutivamente distantes como pueden ser E. coli,
Azospirillum brasilense o Pseudomonas aeruginosa, también encontramos que el
porcentaje de identidad es alrededor del 60 al 70%. Estos resultados son concordantes
con la idea de que la familia de proteinas Pll se encuentra ampliamente distribuida y

conservada en la naturaleza.
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VI.1.2 Andlisis de secuencias de los transportadores de amonio (AmtB)

Los transportadores de amonio AmtB fueron originalmente descriptos en
Saccharomyces cerevisiae y Arabidopsis thaliana (Marini et al., 1994; Ninnemann et al.,
1994). Sin embargo, se ha demostrado que esta familia de transportadores se encuentra
representada en eubacterias, archeas, hongos y hasta en pequefios animales.

Como mencionamos anteriormente, en el genoma de B. diazoefficiens podemos
encontrar 2 copias de genes para dicho transportador que denominamos amtB1 (ORF
blr0613) y amtB2 (ORF blr0607 y ORF blr0608). Como se muestra en la Figura V1.2, segln
la base de datos NCBI, los ORF blr0607 y blr0608 se encuentran superpuestos en el
genoma de B. diazoefficiens USDA 110. El ORF blr0607 se encuentra ubicado desde la
posicién 652.211 a la 653.227 (1017 nt) y el ORF blr0608 desde la posicidon 652.842 a la
653.513 (672 nt).

La presencia de dos copias de los genes glnK-amtB es poco frecuente. Incluso, como
podemos observar en la Figura V1.2, en aquellos microorganismos donde ocurre dicha
duplicacidn, la distribucién de las copias en el genoma es muy poco conservada. En el
caso de B. diazoefficiens USDA 110, los pares ginK1-amtB1 y ginK2-amtB2 se encuentran
separados por tres genes, dos de ellos no estan involucrados en el metabolismo de Ny
el otro codifica para una proteina hipotética. En cambio, en otras bacterias cercanas
como Bradyrhizobium sp. BTAIi1 se encuentran ubicados de manera adyacente mientras
gue en otras como B. japonicum USDA 6 o B. elkanii USDA 76 se encuentran mucho mas
distantes.

De todas formas, como se ha descripto en Thomas y col. (2000a), el par de genes g/inK'y
amtB posee una disposicidn sumamente conservada y siempre se encuentran ubicados

de manera contigua con el g/nK rio arriba del amtB (Figura VI.2).

167



Capitulo VI Tesis Doctoral Florencia Lamelza

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110

é ginkK
=> amtB

=> genes hipotéticos o no
relacionados

al metabolismo de N

Rhodopseudomonas palustris BisA53

Haloferax mediterranei ATCC 33500

RS00465

Figura V1.2 Comparacidon de la regién genémica del ADN cromosomal de B. diazoefficiens USDA
110 y microorganismos que poseen duplicado el par g/ink-amtB. Se puede ver que en todas las
especies analizadas el gen g/nK (flechas verdes) se encuentra ubicado rio arriba del gen amtB
(flechas azules). Las flechas en gris representan genes no relacionados con el metabolismo de N
y las dos barras paralelas indican que en la imagen la regién genémica se ha reducido para
comparar exclusivamente los pares glnK-amtB.

Por otra parte, considerando la presencia de mds de un ORF para el gen amtB2 y ademds
gue todas las bacterias cercanas a B. diazoefficiens analizadas en este trabajo poseen un
Unico ORF para cada copia de amtB (Figura VI.2), se llevd a cabo una comparacién de
secuencia de ADN mediante el programa on line ClustalO
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo). Para este analisis se utilizd la secuencia
aminoacidica de B. diazoefficiens USDA 110 que se encuentra entre las posiciones
652.211 y 653.513 (compuesta por 1533 nt que abarcan desde el inicio del ORF blr0607
hasta el final del ORF blr0608) y se compard con los amtB de las cepas B. japonicum
USDA 6 y Bradyrhizobium sp. BTAil (dichas cepas fueron elegidas arbitrariamente). A

partir de estos alineamientos (ver Anexo 1.1) pudimos observar que la secuencia de ADN
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del amtB2 de B. diazoefficiens USDA 110 es practicamente igual a las secuencias de ADN
de una de las dos copias de amtB de las otras cepas evaluadas. Es decir, el gen amtB2
de B. diazoefficiens posee un 92 % de identidad con la secuencia del ORF BJ6T_RS02820
de B. japonicum USDA 6y un 82 % de identidad con el ORF BBta_0294 de Bradyrhiobium
sp. BTAI1. Incluso, al analizar en detalle estas tres secuencias pudimos detectar que el
amtB2 de B. diazoefficiens USDA 110 posee la presencia de una citosina adicional en la
posiciéon 652.826 (15 aminoacidos antes que el inicio del ORF blr0608) que no se
encuentra en las secuencias de las otras bacterias analizadas (ver Anexo 1.1). Estos
resultados sugieren que, probablemente, en algin momento de la evoluciéon haya
ocurrido una insercion en esa ubicacidn del genoma de B. diazoefficiens USDA 110. Sin
embargo, también es posible que la secuencia de estos ORFSs que forman el amtB2 se
encuentre mal asignada en la base de datos.

Para analizar con mayor profundidad los transportadores de NH4* de B. diazoefficiens
USDA 110, alineamos y comparamos las secuencias proteicas del AmtB1 y AmtB2
(considerando para éste ultimo desde el inicio del blr0607 al final del blr0608)
encontrando que estos dos transportadores tienen sélo un 39 % de identidad, indicando
una escasa similitud entre ellos (los alineamientos realizados se detallan en el Anexo
1.3). Sin embargo, al comparar estas secuencias con los transportadores de NHs* de
otros microorganismos encontramos porcentajes de identidad mas elevados. Tanto el
AmtB1 como el AmtB2 de B. diazoefficiens USDA 110 posee alrededor de 80-90 % de
identidad al compararlo con otros miembros de la familia Bradyrhizobiaceae como
Bradyrhizobium japonicum USDA 6, Bradyrhizobium elkanii o Bradyrhizobium sp.
Incluso, mantienen un 70-80 % de identidad con los transportadores de R. palustris. Es
importante resaltar, que las bacterias mencionadas también poseen duplicados los
genes g/inK'y amtB.

Para completar el andlisis bioinformatico de los transportadores de NHa4*, se llevé a cabo
un andlisis de dominios de las secuencias proteicas de los AmtB de B. diazoefficiens
USDA 110 (ver secuencias en Anexo 1.2) mediante el programa Pfam. Como se puede
observar en la Figura VI.3 |a secuencia proteica de AmtB1 (510 aa) nos arrojé un dominio
Unico y completo correspondiente a la familia de transportadores de NHa* que se ubica

entre los aminoacidos 64 y 508.
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Figura V1.3 Analisis de dominios de la secuencia proteica del transportador de amonio AmtB1 (ORF
blr0613). En verde se observa el dominio caracteristico de los transportadores de NHa4*. Por su
parte, los cuadrados en rojo indican la presencia de un codén de terminacién. (+) representa la
hebra codificante. El andlisis se llevd a cabo utilizando el servidor online Pfam
(http://pfam.xfam.org/search/sequence).

Por su parte, el andlisis de las secuencias de AmtB2 resulté mucho mas llamativo (Figura
VL.4). En primer lugar, al analizar los dominios de los ORF blr0607 (338 aa) y blr0608 (223
aa) por separado encontramos que para cada uno de ellos fue posible predecir un
dominio de transportador de NH4* incompleto. Incluso, para el ORF blr0607 la prediccion
se observa disociada en dos marcos de lectura de la hebra codificante (Figura V1.4 -
Panel A). La prediccién en el marco de lectura 1 abarca del residuo 38 al 205 y la segunda
prediccidén en el marco de lectura 2 abarca del 205 al 336. Por el contrario, el analisis del
ORF blr0608 muestra un dominio del transportador de NHs* trunco que abarca
practicamente toda la secuencia desde el residuo 1 al 220 (Figura V1.4 - Panel B).

Al analizar en detalle la fragmentacidn obtenida para el ORF blr0607, confirmamos que
efectivamente ocurre debido a la presencia de la citosina adicional que mencionamos
anteriormente. Incluso, si llevamos a cabo este analisis sobre la secuencia completa
desde el inicio del ORF blr0607 al final del ORF 0608 se obtiene como resultado esta
misma fagmentacion (Figura V1.4 - Panel C). Sin embargo, si eliminamos esta citosina de
la secuencia, la prediccidon de dominios nos arroja como resultado un dominio Unico y
completo de la familia de los transportadores de NHs*, como occurria al analizar la

secuencia del AmtB1 (Figura VI.4 - Panel D).
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Figura V1.4 Anilisis de dominios de la secuencia proteica del transportador de amonio AmtB2. A)
Analisis del ORF blr0607. B) Analisis del ORF blr0608. C) Analisis de la secuencia obtenida de la
unidén de los ORFs blr0607 y blr0608. D) Se muestra el resultado que se obtiene de la unién de los
ORFs blr0607 y blr0608 si se elimina la citosina (AC) adicional que posee B. diazoefticiens USDA
110. En verde se observan las regiones pertenecientes al dominio caracteristico de los
transportadores de NH4+ mientras que los cuadrados en rojo indican la presencia de un codén de
terminacion. (+) representa la hebra codificante. Los nimeros entre paréntesis indican la
ubicacion en el genoma de B. diazoefficiensUSDA 110 de la secuencia analizada. El andlisis se llevé

a cabo utilizando el servidor online Pfam (http://pfam.xfam.org/search/sequence).

Estos resultados tomandos en conjunto nos llevan a pensar que esta copia del

transportador de amonio AmtB2 podria estar mal asignada en la base de datos NCBI o

puede haber sufrido una insercién en algin momento de la evolucién que haya

provocado un corrimiento del marco de lectura. De ser asi, podria ocurrir que esa

insercidon afecte el plegamiento del AmtB2 y como consecuencia éste no pueda ser

funcional. Sin embargo, en este trabajo de Tesis sélo llevaremos a cabo ensayos que

involucran a los transportadores de NH4* a nivel de ARN y no a nivel funcional, quedando

como perspectiva realizar un andlisis que nos permita dilucidar esta incognita.
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VI.2 Estudio de transcriptos de las proteinas Pll y de los transportadores
AmtB

Una propiedad caracteristica de glnB y gInK es su expresion diferencial. En E. coli, por
ejemplo, g/nK se expresa sélo en presencia de una fuente rica en N, mientras que g/nB
se expresa de manera constitutiva (van Heeswijk et al., 1993; van Heeswijk et al., 1996;
Atkinson y Ninfa, 1998). En el caso del arquea H. mediterranei se ha descripto que,
mientras que g/nB se expresa constitutivamente, g/nK Unicamente lo hace cuando el
medio de cultivo contiene nitrato y su expresion es inhibida por la presencia de NHs*
(Pedro-Roig et al., 2013). Teniendo en cuenta estos antecedentes nos propusimos
evaluar la expresion de transcriptos en B. diazoefficiens USDA 110. Como aclaramos en
el Capitulo Ill, los problemas que nos condujeron a reformular nuestros medios de
cultivo, comenzaron una vez que ya habiamos avanzado en gran medida en nuestro
estudio de las proteinas de senalizacién PIl. Debido a ello, en el presente capitulo
describiremos la caracterizacidn de estas proteinas principalmente en el medio de Evans
sin modificaciones.

De esta manera, se cultivo la cepa salvaje en el medio de Evans durante 5 dias y se
obtuvo el ARN como se describe en el Capitulo 11.3.5. Una vez obtenido el ADN
complementario (ADNc) se amplificaron por RT-PCR fragmentos internos
pertenecientes a los genes ginB, ginK1, gink2, amtB1 y amtB2 utilizando los siguientes
pares de cebadores: gInB_RT_Fw/ gInB_RT_Rv, gInK1 _RT_Fw/ gIinK1_RT_Ry,
ginK2_RT_Fw/ gInK2_RT_Rv, amtB1 RT _Fw/ amtB1_RT Rv y amtB2_RT_Fw/
amtB2_RT_Rv respectivamente (las secuencias de los cebadores se detallan en la Tabla
1.3.2 y las regiones amplificadas en la Figura V1.5 — Panel A). También se utilizé como
control interno cebadores especificos para amplificar el gen sigA (bll7349) cuya
transcripcion ha sido propuesta como constitutiva (Hauser et al., 2006). Los resultados
obtenidos muestran que en B. diazoefficiens, cultivada en medio Evans con una cantidad
suficiente de NHa4* (20 mM de NHaCl), es posible detectar transcriptos de ginB, ginK1 y
g/nK2 indicando que g/InBy las dos copias de g/nK no presentan una expresion diferencial
(Figura V1.5 — Panel B). Estos datos se contradicen con lo observado en H. mediterranei

donde 5 mM de NH4Cl son suficientes para inhibir la expresidn tanto de su g/InK1 como
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de gInk2 (Pedro-Roig et al., 2013). Por su parte, también fue posible detectar en estas
condiciones transcriptos de amtB1 y amtB2 (en particular del ORF blr0607).

Una vez confirmada la expresidn de las dos subfamilias de PIl (GInB y GInK) y de los
transportadores de NH4*, nos propusimos evaluar la expresién de los genes glnK-amtB
para determinar si efectivamente, como ocurre en la mayoria de los microorganismos
estudiados, estos genes se expresan de manera conjunta en forma de operén (Thomas

et al., 2000a).

A 93gb
) 8200 > € 94pb _—
> € I amtB2 > > € A
> <
‘lﬂ> ’ o >
o>

180pb

B) 1 2 3
ginB - -
ginK1 -—
amtB1 —

ginK2 -
amtB2 - _—

SigA -

genes evaluados

Figura VL5 Andlisis de expresidon de transcriptos de las proteinas PII y los transportadores de
amonio AmtB. A) Esquema representativo de las regiones de hibridacion de los pares de cebadores
ginB_RT_Fw/ gInB_RT_Rv, gInK1 RT_Fw/ gInK1_RT Rv, gInK2_RT Fw/ gInK2_RT_Ry,
amtB1_RT_Fw/ amtB1_RT_Rv y amtB2_RT_Fw/ amtB2_RT_Rv para la amplificacién de fragmentos
internos pertenecientes a los genes ginB, ginK1, ginKZ, amtB1 y amtBZ2 respectivamente. Las
secuencias de los cebadores se detallan en la Tabla I1.3.2. B) Fragmentos obtenidos mediante la
amplificacién por RT-PCR correspondientes a los genes g/nB, ginK1, amtB1, ginKZ2, amtB2y el
control interno de expresion constitutiva sigA utilizando como molde ADN gendémico (calle 2) y
ADNCc (calle 3) de la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110. E1 ADNc fue obtenido a partir de un
cultivo de 5 dias en medio Evans (20mM de NH4Cl). La calle 1 muestra el control negativo de las
PCRs utilizando agua como molde.
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Como mostramos al inicio de este capitulo, los pares ginK-amtB en B. diazoefficiens se
encuentran en ORFs consecutivos (Figura VI.1): g/nK1 (ORF blr0612)-amtB1 (ORF
blr0613) y gink2 (ORF blr0606)-amtB2 (ORF blr0607/blr0608). En particular, la secuencia
de g/nK1 se superpone con la secuencia de amtB1, mientras que g/nk2 se encuentra rio
arriba de amtB2 separado por una region intergénica de 72 bases.

Para comprobar la coexpresidon de estos genes se utilizé como molde ADNc obtenido de
la cepa salvaje cultivada en medio Evans durante 5 dias como se describid previamente.
Los cebadores utilizados hibridan sobre la region 3" del gen g/inK1 y sobre la region 5’
del amtB1 (glnK1_RT_Fw/ amtB1_RT_Rv - ver secuencia en Tabla 11.3.2). En caso de que
estos genes se encuentren formando parte de un operén como producto de PCR
esperamos obtener un fragmento de 525pb (Figura VI.6).

Por su parte, para evaluar el par gink2-amtB2 se utilizaron dos pares de cebadores. El
primer par utilizado hibrida sobre el extremo 3" de gInk2 y sobre el extremo 5" del amtB2
(glnK1_RT_Fw/ amtB2_RT_Rv - Tabla I1.3.2). Debido a que el fragmento amplificado con
este par de cebadores es relativamente largo para evaluar transcriptos (931pb),
decidimos confirmar el resultado utilizando un segundo par de cebadores. Dichos
cebadores hibridan en la regién intergénica del par gink2-amtB2 y en el extremo 5 del
amtB2 (gInK2 3'Fw/ gInK2 3'Rv - Tabla II.3.1) (Figura VI.6 — Panel A) dando como
resultado, en caso de observar expresiéon conjunta, un fragmento de 493 pb.

En la Figura V1.6 — Panel B se muestran los resultados obtenidos donde podemos
observar que el par gInK1-amtB1 se expresa como un operdn como ocurre en la mayoria
de los microorganismos estudiados. Sin embargo, no fue posible detectar la presencia
de transcripto cuando se utilizaron los pares de cebadores para g/lnk2 y amtB2, por lo
gue este resultado nos sugiere que gink2 y amtB2 se expresarian de manera
independiente en la condicién evaluada.

Hasta el momento, esta expresidon diferencial Unicamente se habia descripto en
Methanococcus jannaschii (Thomas et al., 2000a), un archea que también posee en su
genoma dos copias del par ginK-amtB, uno de los cuales se expresa formando parte de
un operon (ORF MJ1344/0ORF MJ1343) y el otro se expresa de manera divergente (ORF
MJ0058/0ORF MJ0059) (Thomas et al., 2000a).
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Figura VI.6 Analisis de coexpresion de los genes g/nK-amtB. A) Esquema de la regién gendmica
ginK1-amtB1y ginK2-amtBZ2y del sitio de hibridacién de los cebadores utilizados para llevar a
cabo el andlisis de coexpresion. B) Expresion de los pares génicos g/nK-amtB mediante RT-PCR.
Las calles 1, 2 y 3 corresponden a la PCR realizada utilizando los cebadores glnK1_RT_Fw/
amtB1_RT_Rv; las calles 5, 6 y 7 el par glnK2_RT_Fw/ amtB2_RT_Rv; y las calles 8, 9 y 10 el par
gInK2 3'Fw/ gInK2 3'Rv. Para todos los pares de cebadores los moldes utilizados fueron agua como
control negativo de la PCR (calles 1, 5y 8), ADNc de B. diazoefticiens USDA 110 (calles 2,6 y9) y
ADN genémico de B. diazoefficiens USDA 110 como control positivo (calles 3, 7 y 10).

V1.3 Construccion de cepas mutantes en los genes ginB, ginK1 y ginK2

Con el objetivo de intentar dilucidar la funcién de cada una de las copias de las proteinas
PIl que encontramos en B. diazoefficiens, decidimos generar cepas mutantes de cada
uno de los genes glnB, ginK1 o gIinK2 y un doble mutante en ginK1 y glnk2 y
caracterizarlos fenotipicamente.

Para la construccidon de todos los mutantes se eligid nuevamente la estrategia de doble

recombinacién homaloga descripta por Sukdeo y Charles (2003) (ver estrategia general
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en Capitulo 11.3.12) que permite delecionar el gen de interés sin provocar cambios en el
marco de lectura, lo que nos permite evaluar el fenotipo especifico del gen delecionado
sin afectar la expresion de aquellos genes que se encuentren en operdn con nuestro gen
de interés.

La estrategia de clonado utilizada para llevar a cabo la delecion del gen g/inB (blr4948)
se muestra en la Figura VI.7 - Panel A. Brevemente, utilizando los cebadores gIinB 5 Fw/
gInB 5'Rv (ver secuencias en Tabla 1I.3.1.) amplificamos un fragmento de 444 pb rio
arriba del gen g/nB (PCR1) y utilizamos el par de cebadores gInB 3'Fw/ gInB 3'Rv (ver
secuencias en Tabla I1.3.1.) para amplificar 392 pb rio abajo (PCR2) (Figura V1.7 - gel a).
Una vez obtenidos los productos de las PCR1 y PCR2, los mismos se utilizaron como ADN
molde en iguales cantidades para llevar a cabo la tercer PCR (PCR3) utilizando la
combinacion de cebadores gInB 5'Fw/ gInB 3'Rv y la enzima Pfu ADN polimerasa para
obtener un producto de extremos romos de 815 pb (Figura VI.7 - gel b). Finalmente,
dicho fragmento se cloné en el vector pK18mobSacB (Schafer et al., 1994), que
previamente habia sido digerido con la enzima de restriccion Smal (Figura V1.7 - gel c).
Una vez obtenida la construccién, la misma se chequed por digestién con la enzima
EcoR! donde efectivamente se observé la liberacién de un fragmento de 540 pb (Figura
VI.7 - gel d) y finalmente se secuencié corroborando que el pldsmido obtenido poseia el

fragmento deseado. La construccién obtenida se denomind pFL4948.
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Figura V1.7 Esquema de la estrategia de clonado utilizada para la construccién del vector pFL4948
empleado para realizar la delecidn de g/nB (blr4948) en B. diazoefficiens USDA 110 y chequeo de
la construcciéon obtenida. A los lados de los geles se indican los pesos moleculares de los
fragmentos de interés (naranja) y del marcador de peso molecular (celeste).
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Una vez obtenida y secuenciada la construccién pFL4948 (conteniendo el gen g/inB
truncado), la misma se introdujo mediante transformacion en wuna cepa
electrocompetente E. coli S17-1 (Simon et al., 1983) y finalmente se movilizé6 a B.
diazoefficiens USDA 110 mediante una conjugacion biparental. En primer lugar, se
seleccionaron los transconjugantes Km'" y se realizd la segunda seleccion en YEM-
sacarosa 10% (con el objetivo de inducir la segunda recombinaciéon homologa). De las
colonias capaces de crecer en YEM-sacarosa 10% se seleccionaron aquellas Kms-Cm" y
se corrobord la delecion de nuestro gen de interés mediante una PCR con cebadores

externos a los sitios de recombinacién: Check_gInB_Fw/ Check_gInB_Rv (Figura V1.8).

& P2:ginB SRy
¢ P3: glnB 3 Fw
 P4:glnB 3Ry

1 2 M

1- Producto de PCR utilizando el par de cebadores
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—_ M- Marcador de peso molecular Ladder 100 plus

Figura V1.8 Mapa esquematico del gen g/nB (blr4948) en la cepa salvaje y en la cepa mutante, y
confirmacién mediante PCR de la obtencién del mutante Ag/nB. En la parte superior de la imagen
se observa un esquema del sitio de hibridacion de los cebadores Cheq_gInB_Fw/ Cheq_gInB_Rv en
la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110 (recuadro gris) y en la cepa mutante en g/nB (recuadro
celeste). En la parte inferior se observa la amplificacién que confirma la obtencién de la cepa
mutante mediante PCR con los cebadores mencionados anteriormente. También se incluye como
control la amplificacién obtenida para la cepa salvaje. A los lados del gel se indican los pesos
moleculares de los fragmentos de interés (verde) y del marcador de peso molecular (celeste).
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Para los mutantes delecionales en glnk1 (blr0612) y en glnk2 (blr0606) se utilizé la
misma estrategia descripta que para el mutante Ag/nB con algunas modificaciones.

En primer lugar, se amplifico la regién rio arriba del gen glnk1 (PCR1) utilizando los
cebadores gInK1 5'Fw/ glnK1 5'Rv y se obtuvo un producto de 393 pb. La regidn rio abajo
(PCR2) del mismo gen se amplificé con los cebadores ginK1l 3'Fw/ gInK1 3'Rv vy el
fragmento obtenido fue de 368 pb (Figura VL.9 - gel a). El par gInK1 5'Fw y gInK1 3'Rv
fue utilizado para llevar a cabo la PCR3 obteniendose un fragmento de amplificacién de
761 pb (Figura VI.9 - gel b). Este ultimo fragmento se digirié con las enzimas de
restriccion Pstly Sphl, y luego se ligd con el vector pK18mobSacB digerido con las mismas
enzimas (Figura VI.9 - gel c). La construccién obtenida se confirmd en primer lugar
mediante una digestidén con la enzima BamHI donde se pudo observar la liberacién de
un fragmento de 392 pb (Figura VI.9 - gel d), y posteriormente se secuencid
corrobordndose la obtencién del plasmido con el fragmento g/nkK1 truncado que se
denomind pFLO612.

Para la construccion del vector que dio origen al mutante en glnk2 se utilizaron los
cebadores gInK2 5'Fw/ gIinK2 5'Rv para la PCR1 (obteniendo un producto de 376 pb) y
los cebadores gInK2 3'Fw/ gInK2 3'Rv para la PCR2 (obteniendo un producto de 525 pb)
(Figura VI1.10 - gel a). Luego, utilizando como molde los fragmentos obtenidos se llevé a
cabo la PCR3 con la combinacién de cebadores gink2 5'Fw/ gInk2 3’'Rv generando un
fragmento de 892 pb (Figura VI.10 - gel b). El producto resultante de la PCR3 y el
plasmido pK18mobSacB se digirieron con las enzimas de restriccion Hindlll y Pstl (Figura
VI.10 - gel c) y posteriormente se llevé a cabo la ligacidn. La construccién obtenida se
confirmé por digestion enzimatica utilizando Smal donde se observé la liberacion de un
fragmento 362 pb, y con BamHI| donde se liberé un fragmento de 385 pb (Figura VI.10 -
gel d). La obtencidn del plasmido conteniendo el gen g/nk2 truncado se confirmé por

secuenciacion y se denominé pFL0O606.
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Figura V1.9 Esquema general de la estrategia de clonado utilizada para la construccién del vector
pFL0612 empleado para realizar la delecién de g/nK7 (blr0612) en B. diazoefficiens USDA 110 y
chequeo de la construccion obtenida. A los lados de los geles se indican los pesos moleculares de
los fragmentos de interés (verde) y del marcador de peso molecular (rojo).
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Figura VI.10 Estrategia de clonado para la construcciéon del vector pFL0606 empleado para
realizar la delecién de g/nkK2 (blr0606) en B. diazoefficiens USDA 110 y chequeo de la
construccion obtenida. A los lados de los geles se indican los pesos moleculares de los fragmentos
de interés (rosa) y del marcador de peso molecular (celeste).
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Una vez obtenidas y corroboradas por secuenciacidon las construcciones pFL0612
(conteniendo el gen g/nK1 truncado) y pFLO606 (conteniendo el gen g/lnk2 truncado), las
mismas se introdujeron en la cepa E. coli S17-1 y se movilizaron a B. diazoefficiens USDA
110 mediante una conjugacién biparental. La seleccién de los mutantes se llevé a cabo
como se describié anteriormente para el mutante Ag/nB. La delecidén de los genes de
interés se confirmé mediante una PCR con cebadores externos a los sitios de
recombinacién: Check_gInK1_Fw/ Check_gInK1_Rv (Figura VI.11), y Check_gInK2_Fw/
Check_gInK2_Rv (Figura VI.12- Panel B).

Para la construccién del doble mutante Ag/inK1AgInk2 se utilizé la cepa de E. coli S17-1
gue contiene el pldsmido pFL0606 y se llevé a cabo una conjugaciéon biparental con la
cepa mutante Ag/nK1. El procedimiento para la obtencién y chequeo de la cepa mutante
doble se realiz6 de la misma manera descripta previamente para obtener la cepa
mutante Ag/nk2 (Figura VI1.12- Panel C).

Una vez obtenidos los clones mutantes, se secuenciaron y se utilizaron para realizar los

ensayos de caracterizacién que se describen en este capitulo.
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1- Preducte de PCR utilizando los cebadores
Cheg ginK1_Fw/Cheg ginK1 RV
Sobre ADN de la cepa salvaje {control positivo}
{1199ph)
2- Producto de PCR utilizando los cebadores

s — 805ph Cheqg_ginK1_Fw/Cheqg_ginK1_RVsobre ADNdela
cepa mutante {805pb}
M- Marcador de peso molecular Ladder 100 plus

Figura VI.11 Mapa esquematico del gen g/nk1 (blr 0612) en la cepa salvaje y en la mutante, y
confirmacién mediante PCR de la obtencién del mutante Ag/nK7. En la parte superior de laimagen
se observa un esquema del sitio de hibridacién de los cebadores Cheq_gIlnK1_Fw/ Cheq_gInK1_RV
en la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110 (recuadro gris) y en la cepa mutante en g/nk1
(recuadro verde). En la parte inferior se observa la amplificaciéon que confirma la obtencién de la
de la cepa mutante mediante PCR en comparacién con el genotipo de la cepa salvaje utilizando los
cebadores Cheq_gInK1 _Fw/ Cheq_gIlnK1 _RV. A los lados de los geles se indican los pesos
moleculares de los fragmentos de interés (rojo) y del marcador de peso molecular (celeste).
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Figura V.12 Mapa esquematico del gen g/nk2 (blr0606) y confirmaciéon mediante PCR de la
obtencién del mutante Ag/ink2 y del doble mutante AginK7AginK2. A) Esquema del sitio de
hibridacién de los cebadores Cheq_glnK2_Fw/ Cheq_gIlnK2_RV en la cepa salvaje B. diazoefficiens
USDA 110 (recuadro gris) y en la cepa mutante en g/nK2 (recuadro rosa). B) Amplificacion que
confirma la obtencién de la cepa mutante Ag/lnKZ mediante PCR en comparacién con el genotipo
de la cepa salvaje utilizando los cebadores Cheq_gInK2_Fw/ Cheq_gInK2_RV. C) Confirmacién de
la obtencion del mutante Ag/nK1AginKZ2 con el par de cebadores Cheq_gIlnK2_Fw/ Cheq_gInK2_RV.
Alos lados de los geles se indican los pesos moleculares de los fragmentos de interés (rosa) y del
marcador de peso molecular (celeste).
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Como hemos mencionado en el Capitulo I, las proteinas Pll son modificadas
postranscripcionalmente por el regulador maestro GInD, el cual responde a los niveles
de glutamina intracelular. En rizobios, como E. meliloti, se ha descripto que esta proteina
GInD es de suma importancia no sélo para la regulaciéon del metabolismo del N en la
bacteria, sino para una amplia variedad de procesos tales como adaptacién a estreses,
quimiotaxis y movilidad, transporte y metabolismo de metales, metabolismo del C,
entre otros (Yurgel et al., 2013). Dada la relevancia que este regulador maestro ha
demostrado poseer en otros microorganismos, emprendimos de manera simultdnea a
la obtencidn de las cepas mutantes en las proteinas PIl, la busqueda de un mutante
delecional en el gen g/nD (ORF bll0916), que codifica para GInD en B. diazoefficiens USDA
110.

Desafortunadamente, y debido a que la delecién de este gen probablemente sea letal
para la bacteria como se ha descripto en otros microorganismos (Colnaghi et al., 2001;
Rudnick et al., 2001), no fue posible obtener la cepa mutante en esta proteina. Los pasos
detallados de la obtencién de la construccién necesaria para llevar a cabo la doble
recombinacion homadloga y los inconvenientes encontrados en dicho proceso se detallan

en el Anexo 2.

V1.4 Caracterizacion fenotipica de las cepas mutantes en PII
VI.4.1 Rol de las proteinas Pll en el crecimiento bacteriano

Para comenzar nuestros estudios fenotipicos decidimos caracterizar las cinéticas de
crecimiento de las cepas mutantes AginB, AginK1, Agink2 y AgInK1AgInK2. En primer
lugar, evaluamos el crecimiento en el medio de Evans que, como hemos descripto
anteriormente, posee cantidades balanceadas de N y de C. Ademas, considerando que
las proteinas PIl son las principales proteinas de sefalizacidon dentro de la cascada de
respuesta al estrés por N, decidimos también evaluar el comportamiento de las cepas
mutantes en un medio con limitacién de dicho nutriente. Para ello utilizamos el medio
Evans Bajo N que describimos anteriormente en el Capitulo Ill. En este punto es
importante sefialar nuevamente que nuestros estudios sobre las proteinas PIl

comenzaron antes de emprender la busqueda de las formulaciones descriptas en el
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Capitulo Ill, razén por la cual evaluamos el comportamiento de las cepas mutantes en
el medio Evans Bajo N, que posee una limitaciéon extrema de NHa4*, y no en el medio
Evans NHs* donde la limitacion es menos severa.

Asi, se cultivaron las cuatro cepas mutantes y la cepa parental B. diazoefficiens USDA
110 en los dos medios mencionados: Evans y Evans Bajo N. Estos cultivos se mantuvieron
a 28°Cy a 180 rpm y diariamente se determind su biomasa total por la medida de la
densidad dptica a 500 nm (DOsoo) y el nimero de células viables por recuento en placa
de las unidades formadoras de colonias (UFC.ml%). En la Figura VI.13 - Panel A y B se
puede observar que sdélo la ausencia del gen glnB afecta el crecimiento de la bacteria
cuando la misma se cultiva en medio Evans balanceado. En particular, en este medio, la
cepa mutante Ag/nB muestra una marcada disminucidn de la velocidad de crecimiento,
aunque, finalmente, es capaz de alcanzar una biomasa final equivalente a la alcanzada
por la cepa salvaje.

Llamativamente, al evaluar el crecimiento en el medio Evans Bajo N (Figura VI.13 —
Paneles C y D), donde la funcién de cualquiera de estas proteinas PIl deberia ser
fundamental para la bacteria, no se observaron diferencias significativas con respecto a
la cepa salvaje en ninguna de las cepas mutantes en g/nK. Sin embargo, nuevamente la
falta de g/nB genera una diferencia en el crecimiento en relacion a la cepa salvaje,
aunque mucho menos marcada que la observada en el medio Evans. En este caso, la
mutante Ag/nB muestra una menor biomasa en relacién a B. diazoefficiens USDA 110 en
cada uno de los puntos medidos hasta el dia 9 donde alcanza valores similares a la cepa
salvaje (FiguraVI.13 — Paneles Cy D).

Esta caracteristica de la cepa Ag/nB observada tanto en medio de Evans como en Evans
Bajo N nos conduce a pensar que la funcion que lleva a cabo la proteina GInB podria ser
sustituida finalmente por alguna de las otras proteinas Pll que encontramos en B.

diazoefficiens.
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Figura VI.13 Cinéticas de crecimiento de las cepas mutantes (0) Ag/nB, (A) AginK1, (O) Agink2,
(x) AglnK1Agi/nKZ en comparacién con la cepa parental USDA 110 (e) en los medios Evans (Ay
B) y Evans Bajo N (Cy D). Las cepas se cultivaron a 28°C con agitaciéon a 180 rpm durante 9 dias.
En los Paneles A y C se muestra la biomasa estimada por densidad éptica (DOsoonm) y en los
Paneles B y D la estimacién de células viables por recuento en placa de las unidades formadoras
de colonias por ml de cultivo (UFC.ml-1). Los datos corresponden al promedio y la desviacién
estandar de dos réplicas bioldgicas independientes. La ausencia de barras de error indica que la
desviacion fue menor que el tamafio del simbolo utilizado. Para una mejor visualizacién de los
resultados el eje Y se presenta en escala logaritmica.

A partir de los datos obtenidos de DOsgo en las curvas de crecimiento se realizo el calculo
de la velocidad especifica de crecimiento (u) y el tiempo de duplicacion de las bacterias
(g) (Tabla VI.1).

Cuando evaluamos el crecimiento en medio Evans, solamente Ag/nB presentd
diferencias significativas en la velocidad de crecimiento obteniéndose una p de 0,0243
horas™ con respecto a la cepa parental que presentd una p de 0,0370 horas™. De igual
manera, pudo evidenciarse que sélo Ag/nB aumentd significativamente el tiempo de
duplicacién (g=28.59 hs) en relacion al tiempo de duplicacion de la cepa salvaje (g=18,69
hs) y al de las restantes cepas mutantes (Tabla VI.1).
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Tabla VI.1 Velocidad de crecimiento p (horas?) y tiempo de duplicacién g (horas) de la cepa
salvaje B. diazoefficiens USDA 110 y las cepas mutantes AginB, AginK1, AginK2y AginK1AginK2
cultivadas en medio de Evans y Evans Bajo N. Los valores fueron calculados a partir de los datos
obtenidos para las cinéticas de crecimiento (DOsoonm) que se muestran en la Figura VI.13 y
representan el promedio y la desviaciéon estandar de los resultados de dos ensayos bioldgicos
independientes.

Velocidad de crecimiento Tiempo de duplicacidn
{(horas) {horas)

Evans Evans Bajo N Evans Evans Bajo N
USDA 110 0,0370 £ 0,0014 | 0,0146 £ 0,0004 18,77 £0,70 47,60 +1,16
AginB 0,0243 £ 0,0010 | 0,0137 + 0,0007 28,591 1,22 50,60 % 2,75
AginK1 0,0362 + 0,0005 | 0,0164 +0,0022 19,13 +0,26 42,72 +5,79
Agink2 0,0360 + 0,0001 | 0,0150 +0,0003 | 19,25 + 0,08 46,13 +1,02
AginK1AginK2 | 0,0369 + 0,0006 | 0,0167 £ 0,0014 18,80 £ 0,30 41,71 £3,46

Por otra parte, cuando las bacterias fueron cultivadas en medio Evans Bajo N, a pesar
que en los graficos de DO y UFC.ml? sélo se observan diferencias para la cepa Ag/nB
(Figura VI.13), ninguna de las cepas mutantes simples mostré diferencias significativas
en la velocidad de crecimiento con respecto a la obtenida para la cepa salvaje (Tabla
VI.1). En cambio, la doble delecion de gink1 y gink2 condujo a un leve, pero significativo
aumento de la velocidad de crecimiento. Debido a esto, cuando calculamos el tiempo
de duplicacién (g), observamos que la doble mutante AginK1AgIinK2 mostré un tiempo
de duplicacién menor (g= 41,71horas) que la cepa salvaje (g=47,60 horas) (Tabla VI.1).
En este punto queremos destacar que los valores de py de g fueron calculados a partir
de los valores de DO500nm, lo que puede tener alguna diferencia con la cinética
obtenida a partir de los recuentos de viables.

Estos resultados en conjunto indican que todas las proteinas Pll de B. diazoefficiens son
importantes tanto en presencia de cantidades suficientes como en cantidades limitantes
de NH4*. Ademas, los datos indican que GInB es de suma importancia para la asimilacién
de NH4* en condiciones no limitadas en dicho nutriente.

Teniendo en cuenta que el glutamato es una fuente pobre en N donde la velocidad de
crecimiento de las bacterias como la biomasa total alcanzada se ven disminuidas en

medios que lo poseen, decidimos caracterizar el crecimiento de las cepas mutantes
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obtenidas en este trabajo en el medio Evans Glutamato formulado anteriormente (Ver
composicion en el Capitulo Ill). En la Figura VI.14 — Panel A se puede observar que en
este medio ninguna de las cepas mutantes pareciera presentar diferencias significativas
con respecto a la cepa salvaje, ni en la velocidad de crecimiento ni en la biomasa final
alcanzada (DOsoonm). Sin embargo, al analizar la Figura VI1.14 — Panel B se observa que
durante los primeros 3 dias de crecimiento, la mutante Ag/nB posee un recuento menor
de bacterias viables que el resto de las cepas evaluadas, indicando nuevamente que el
rol de GInB es de gran importancia para la deteccién inicial de las cantidades de Ny C

intracelulares y la regulacién del metabolismo del N.
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Figura VI.14 Cinéticas de crecimiento de las cepas mutantes (0) AginB, (A) AginK1, (O) AginkZ, (x)
AginK1Ag/nK2 en comparacion con la cepa parental USDA 110 (e) en el medio Evans Glutamato.
Las bacterias se cultivaron a 28°C con agitacion a 180 rpm. En el Panel A se muestra la biomasa
estimada por densidad 6ptica (DOsoonm) y en el Panel B la estimacidn de células viables por recuento
en placa de las unidades formadoras de colonias por ml de cultivo (UFC.ml1). Los datos
corresponden al promedio y la desviacién estandar de dos réplicas bioldégicas independientes. La
ausencia de barras de error indica que la desviacién fue menor que el tamafio del simbolo utilizado.
Para una mejor visualizacion de los resultados el eje Y se presenta en escala logaritmica.

No obstante, cuando calculamos los parametros g y p a partir de los valores de
DO500nm, determinamos que la mutante Ag/nB presentd un leve aumento de la
velocidad de crecimiento y una consecuente disminucién de su tiempo de duplicacién
con respecto a la cepa salvaje (Tabla VI.2). La diferencia observada entre las medidas de
Absorbancia y el recuento de viables, puede ser debida a que en esta condicién de
cultivo las bacterias crecen pocas generaciones lo que puede traer aparejados errores
en el calculo de los pardmetros cinéticos. Otra posible explicacion de esta diferencia, es

gue notamos que en los recuentos de bacterias viables de la cepa Ag/nB durante los
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primeros dias de crecimiento, se observan dos morfotipos de colonias de diferente
tamafio, lo que puede dar un leve aumento de la DO. Cabe aclarar que estas colonias
corresponden a la cepa mutante, ya que todas fueron chequeadas por PCR.

Teniendo en cuenta los fenotipos observados mediante la determinacidn de las cinéticas
de crecimiento en los distintos medios y sobretodo la marcada diferencia observada en
el crecimiento de la cepa Ag/nB en relacidn a la salvaje en el medio Evans, decidimos

seleccionar este medio para continuar con el resto de los ensayos de caracterizacién.

Tabla V1.2 Velocidad de crecimiento p (horas?) y tiempo de duplicacion g (horas) de la cepa
salvaje B. diazoefficiens USDA 110 y las cepas mutantes AginB, AginK1, AginK2y AginK1AginK2
cultivadas en medio de Evans Glutamato. Los valores fueron calculados a partir de los datos
obtenidos para las curvas de crecimiento (DOsoonm) que se muestran en la Figura VI.14.

Velocidad de crecimiento Tiempo de duplicacion
(horas™) {horas)
Evans Glutamato Evans Glutamato

USDA 110 0,0441 + 0,0016 15,71 20,57
BJginB 0,0487 + 0,0019 14,26£0,55
AginKi 0,0444 + (0,0003 15,59 + 0,10
Agink2 0,0448 + 0,0003 15,48 + 0,11
AginK1AginK2 0,0440 + 0,0029 15,80 + 1,04

VI.4.2 Andlisis de la expresion de los genes gInB, gInK1 y gInK2 en las cepas
mutantes en las proteinas Pl

En algunas bacterias se ha reportado que las proteinas Pll pueden, directa o
indirectamente, regular su propia expresion o la expresion de sus homologos formando
complejas redes metabdlicas (Ninfa et al., 2000). Ademas, se ha sugerido en bacterias
como E. coli o E. meliloti (van Heedwijk et al., 1996; Atkinson et al., 1999; Yurgel et al.,
2010), que cepas mutantes donde falta una de las proteinas Pll (GInB o GInK) algunas
funciones pueden ser reemplazadas por la proteina que ha quedado intacta. En base a

estos datos, y con el fin de observar el efecto de la delecién de cada una de las proteinas
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Pll en la expresion del resto de los genes que codifican para sus homologos, decidimos
realizar un andlisis relativo de transcriptos mediante PCR cuantitativa (QRT-PCR).

En particular, para este ensayo decidimos evaluar los transcriptos luego de 2 dias de
crecimiento. Esto se debe a que, como mencionamos anteriormente, las proteinas Pll
son proteinas de senalizacidon que activan el metabolismo del N en respuesta a los
niveles de a-cetoglutarato y glutamina intracelulares y consideramos que, a 2 dias de
cultivo, las bacterias se encuentran en una etapa de crecimiento exponencial temprano
suficiente para haber generado cambios a nivel de transcriptos en respuesta a las nuevas
concentraciones de N y C provenientes del medio donde han sido inoculadas. Teniendo
en cuenta estas consideraciones, se cultivaron las cepas AgInB, AginK1, Agink2,
AgIinK1Agink2 y B. diazoefficiens USDA 110 durante 2 dias en medio Evans a 28°Cy a 180
rom, y a partir de estos cultivos, se extrajo el ARN total y se obtuvo el ADN
complementario de cada cepa como se describe en el Capitulo Il. Para la reaccién de
PCR cuantitativa se disefiaron cebadores especificos para amplificar una regién de los
genes glnB (blrd948), ginK1 (blr0612) y gInk2 (blr0606) (Ver cebadores en la Tabla 11.3.2).
Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla VI.3, y nos muestran que tanto la
ausencia de g/lnK1, de gInK2 o la delecidon de ambos genes, no tiene efectos significativos
sobre la expresidn de glnB. En el caso de los mutantes simples la falta de una de las
copias de g/nK no afecta la expresion de la otra copia no delecionada. Por su parte, la
falta de g/nB, produce un gran aumento en la expresién de g/nK1, sin afectar los niveles
de expresiéon de glnk2, indicando que probablemente la ausencia de GInB pueda estar

siendo suplida por GInK1.
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Tabla VI.3 Expresion relativa de los genes que codifican para las proteinas Pl (g/nB, ginK1y gink2)
en las cepas AginB, AginK1, AginK2, AginK1AginK2 a 2 dias de cultivo en medio Evans. Los datos
que se muestran corresponden al promedio de dos réplicas bioldgicas evaluadas en triplicado y su
desviacidn estandar. (-) indica que el gen evaluado se encuentra ausente en esa cepa. El fold
change representa la diferencia de expresion entre un determinado gen en la cepa mutante en
relacion a la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110. Se consideran como sobreexpresados
aquellos genes que presentan un fo/d change mayor a 2, mientras que consideramos reprimidos
aquellos cuyo fold change sea menor a -2. El fold change se define como el rq (rq=2"24C) cuando
el rq es mayora 1y como -1/rq cuando el rq es menor a 1.

Fold change
ginB glnK1 gink2
AginB/USDA 110 - 16,25£2,48  -2,1241,15
AginK1/USDA 110 -1,20+0,25 - -1,0510,1
Agink2/USDA 110 1,03+0,43  -2,34+0,73 -

AginK1Agink2/USDA 110 -2,01+0.54 - -

VI.4.3 Expresion de los genes que codifican para las glutamino sintetasas GSI 'y
GSlI

Como mencionamos en los Capitulos I y IV, en B. diazoefficiens podemos encontrar dos
isoformas de la enzima GS: GSI y GSIl (Carlson et al., 1987). Ademds, también
describimos que en la mayoria de los microorganismos donde se ha estudiado el rol de
las proteinas Pll se ha observado que éstas son las encargadas de deadenilar (activar) la
GSI mediante su interaccion con la proteina GInE (GS adeniltransferasa/
adenilremovasa), y ademds de transmitir la sefial mediante el sistema de dos
componentes NtrBC, donde el aumento de los niveles de NtrC fosforilado (NtrC-P) tiene
como objetivo final inducir la expresidn de g/nll (GSlI).

Algunos estudios han demostrado que la ausencia de ambas PIl (GInB y GInK) en E. coli
produce un defecto en el crecimiento de la bacteria cuando ésta crece en medios ricos
en N, sugiriendo que dicho efecto podria deberse a la expresidn atipica de los genes
dependientes del sistema Ntr (reguldn Ntr). En este sentido, la ausencia de las proteinas
de sefializacién Pll, probablemente conduzca a que la bacteria no sea capaz de detectar
los niveles de glutamina y a-cetoglutarato intracelulares y por lo tanto, la asimilacién de

NH4* no se lleve a cabo en la medida que es requerida, probablemente porque GSI no
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es activada y porque la expresidon de GSII no es inducida, provocando en conjunto una
disminucion en el crecimiento de la bacteria, alin cuando la cantidad de fuente de N no
sea limitante (Atkinson y Ninfa , 1998).

En base a estos antecedentes bibliograficos y a los resultados obtenidos al analizar el
crecimiento de nuestras cepas mutantes, decidimos evaluar la expresién de las
principales glutamino sintetasas de B. diazoefficiens: GSI (gInA1-blr4949) y GSlI (gInlI-
bir4169).

Para llevar a cabo esta determinacion, las cepas mutantes y la cepa salvaje se cultivaron
durante 5 dias en medio Evans a 28 °Cy 180 rpm. El tiempo de cultivo utilizado en este
caso se debe a que a los 5 dias de crecimiento los rizobios se encuentran en una fase
exponencial tardia donde ya transcurrieron suficientes generaciones desde la dilucién
del cultivo iniciador como para que los niveles de C y N intracelulares se hayan
manifestado plenamente y puedan observarse los cambios en la expresion de los genes.
Una vez obtenidas las muestras de ADNc, se midieron de manera relativa la expresién
de los genes glnA1y ginll utilizando la técnica de qRT-PCR. Los cebadores utilizados se
detallan en la Tabla 11.3.2, y son los mismos que utilizamos en el Capitulo V para medir
los transcriptos de las distintas GS en los mutantes obtenidos en estas proteinas.

En la Tabla VI.4 se puede observar que la ausencia de cualquiera de las copias de PlII
afecta los niveles de expresion de las glutamino sintetasas. Por un lado, la delecion del
gen ginK1 genera una disminucién en la expresion de glnA1 sin modificar la expresion
de ginll. Mientras que la delecién de g/nk2 no modifica los niveles de transcripto de
g/inAl y produce un aumento en la expresidn de glnll. Es importante aclarar que
consideramos que en este ultimo mutante g/nll se encuentra sobreexpresado, ya que
en las dos réplicas bioldgicas independientes donde fue evaluado se encontrd
significativamente aumentado en relacidn a la cepa salvaje. Sin embargo, el valor de rq
en ambos casos fue lo suficientemente distante para obtener una desviacidn estandar

grande que nos da como resultado un valor de fold change menor a 2.
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Tabla VI.4 Expresion relativa de los genes que codifican para las proteinas GSI'y GSII (glnA1y
ginll) en las distintas cepas mutantes en las proteinas PII a 5 dias de cultivo en medio Evans. Los
datos que se muestran corresponden al promedio de dos réplicas biolégicas evaluadas en
triplicado y su desviacién estandar. El fold change representa la diferencia de expresiéon entre un
determinado gen en la cepa mutante en relacion a la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110. Se
consideran como sobreexpresados aquellos genes que presentan un fold change mayor a 2,
mientras que consideramos reprimidos aquellos cuyo fold change sea menor a -2.

Fold change
ginA ginli
AginBfUSDA 110 -2,6840,30  19,2817,79
AginK1/USDA 110 -3,43+0,39  1,080,19
OginK2/USDA 110 1,02£0,54 3,10+1,34

AginK1AginK2/USDA 110 -1,36+0.37  -2,69£0,22

Los resultados obtenidos al evaluar las cepas mutantes en GInK nos sugieren que GInK1
y GInK2 no estarian cumpliendo la misma funcién dentro de la regulacidn de la expresion
de las glutamino sintetasas. Incluso, GInK1 pareceria afectar la regulacion de g/nAl
mientras que GInK2 estaria involucrada en la regulacién de glnll. Sin embargo, cuando
analizamos el mutante AginK1Ag/inK2 detectamos que los niveles de g/nA1 son similares
alos de la cepa salvaje y los niveles de g/nll se ven disminuidos. Estas medidas resultaron
muy llamativas dado que no se correlacionan con las obtenidas para los mutantes
simples. De todas maneras, con los datos obtenidos hasta el momento no es posible
determinar detalladamente la via mediante la cual las GInK influirian en la regulacion de
las glutamino sintetasas.

Finalmente, cuando analizamos la cepa Ag/nB llamativamente encontramos una
disminucion de los niveles de transcripto de g/nA1 y un gran aumento de la expresién
de ginll, semejante a lo que hemos observado que ocurre en la cepa salvaje cuando se
enfrenta a una condicién de escasez de N (Capitulo Ill; Martin et al., 1989). Estos datos
nos conducen a pensar que probablemente GInB sea la proteina sensora de los niveles
de N intracelular y en su ausencia el sistema no sea capaz de detectar la presencia de
NH4* y responda activando la NSR como si se enfrentara a una situacion de inanicién de

dicho nutriente.
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Tomados en conjunto estos resultados muestran un indicio de que todas las copias de
PIl (GInB, GInK1 y GInK2) son funcionales en B. diazoefficiens y que cada una de ellas
pareciera cumplir un rol diferente en la regulacién de la expresion de las diferentes
isoformas de las glutamino sintetasas. Incluso, los datos obtenidos nos llevan a pensar
qgue las funciones que cumplen cada una de las proteinas Pll se complementan para
llevar a cabo de manera eficiente el proceso de asimilacién de NH4* de la bacteria en

vida libre.

VI.4.4 Medida de la actividad de glutamino sintetasa | (GSI) en los mutantes
AgInK1, AgIinK2, AgInB y AginK1AgInK2

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a partir de la cuantificacién de los
transcriptos que codifican para las GS, decidimos evaluar el efecto de las mutaciones de
las PIl sobre la actividad de dicha enzima.

La actividad GS fue medida por la reaccidn y-glutamil-transferasa (Bender et al., 1976),
en células de las cepas mutantes AglnK1, AgIink2, AginB y AgIinK1Aglnk2 que
previamente fueron cultivadas durante 5 dias en medio de Evans. Como mencionamos
en el Capitulo V, las condiciones ensayadas en este trabajo Unicamente nos permiten
determinar la actividad enzimatica de la isoforma GSI, en particular de aquella codificada
por el gen glnA1 (blr4949).

Podemos observar en la Figura VI.15 que la actividad GSI, en cualquiera de las cepas
mutantes en g/InK, ya sea AglnK1, AginK2 o AginK1AgInK2, resultd significativamente
mayor en comparacion a la obtenida para la cepa salvaje. En particular, AgIinK1 presento
mayor actividad GSI que el resto de las mutantes, incluso mas que AginK1AgInK2. Por su
parte, sicomparamos el aumento de actividad de la cepa Ag/nk2 con el de AginK1Agink2
no se observaron diferencias significativas. Estos resultados nos llevan a pensar en
primer lugar, que las proteinas GInK en la cepa salvaje tienen un efecto atenuante sobre
la actividad de la enzima GSI y que GInB no podria reemplazar esta funcién. Ademas, si
fuera cierta esta hipétesis, y teniendo en cuenta la diferencia en la medida de actividad
observada entre AglnkK1 y AgInk2, pareciera que la eficiencia con que llevan a cabo esta

funcién atenuante no es igual para GInK1 que para GInK2.
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Figura VI.15 Medida de la actividad especifica de la enzima GSI por la reaccién v-
glutamiltransferasa en las cepas AginB, AginK1, AginK2, AginK1AginK2 a 5 dias de cultivo en
medio Evans. Los valores se expresan como nmoles de hidroxamato formado.min‘l.mg de
proteinas totales. Las columnas representan el promedio y las barras la desviacion estandar de
3 ensayos biolégicos independientes realizados con 3 réplicas técnicas cada uno. Las letras
iguales indican que no hay diferencias significativas con p < 0,01 en un andlisis de varianza
utilizando el test de Tukey.

Por otra parte, los resultados obtenidos para el mutante Ag/nK1AgInK2 nos resultaron
llamativos ya que, a pesar de tener una actividad aumentada en relaciéon a la cepa
salvaje, ésta no resulté tan marcada como la detectada en el mutante Ag/nK1, lo que
nos sugiere que ante la ausencia de ambas GInK debe estar actuando otro mecanismo
de regulacidén que no permita la asimilacidn excesiva de NH4".

Por ultimo, al analizar las medidas obtenidas para el mutante Ag/nB observamos el
efecto contrario al observado para las cepas mutantes en los genes g/nK. La ausencia de
GInB produce una disminucidn significativa de la actividad GSI, lo que indicaria que la
presencia de GInB tiene un efecto positivo sobre la actividad de esta enzima.

Estos resultados coinciden con el modelo propuesto por van Heeswijk y colaboradores
(1996) para E. coli, donde GInK cumpliria el rol de atenuar y GInB de exacerbar el sistema

de sefializacidn en respuesta a las concentraciones de Cy N intracelular.
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VI.4.5 Cuantificacion de amonio residual en sobrenadantes y andlisis de los
transcriptos amtB

Como describimos en el Capitulo |, el ingreso de NH4* al interior celular es facilitado por
los transportadores de amonio AmtB. Se ha demostrado en bacterias y arqueas que
estas proteinas de transmembrana son capaces de interaccionar fisicamente con las
proteinas GInK (Strosser et al., 2004; Heinrich et al., 2006; Conroy et al., 2007; Gruswitz
et al., 2007; Tremblay et al., 2007; Yildiz et al., 2007) de manera que dicha interaccion
bloquea la entrada de NH4* cuando los niveles de N son suficientes en la célula.

Sin embargo, en bacterias como R. rubrum, que contiene 3 homodlogos de Pll, dos
proteinas pertenecientes a la familia de GInK, denominados GInJ y GInK, y una
perteneciente a la familia GInB, se ha descripto que in vivo todos pueden interaccionar
con los transportadores de amonio AmtB (Wolfe et al., 2007). Ademads, esta misma
bacteria, como hemos descripto al inicio de este capitulo, posee dos copias del par
génico gInK-amtB que se denominaron GInJ-AmtB1 y GInK-AmtB2. Estudios in vivo e in
vitro han demostrado que la unién de GInJ con AmtB1 es mas estable que la unién de
las otras Pll a dicho transportador (Wolfe et al., 2007). Asi, a pesar de que las tres PII
homodlogas pueden unirse al AmtB1, la afinidad de éstos homodlogos por dicho
transportador es significativamente diferente, siendo GInJ la que mayor afinidad
presenta (Wolfe et al., 2007) en este microorganismo.

Teniendo en cuenta estos datos, y con el objetivo de intentar diferenciar el rol que
cumple cada una de las Pll de B. diazoefficiens, decidimos evaluar el ingreso de NH4* al
interior celular de las diferentes cepas mutantes. Asi, para llevar a cabo la cuantificaciéon
de este compuesto, se cultivaron durante 2, 5 0 10 dias la cepa salvaje y las cepas AglnK1,
AgInk2, AgInB y AginK1AgInK2 en medio Evans. Transcurrido el tiempo deseado, se
centrifugaron los cultivos y se conservé el sobrenadante de los mismos. La cantidad de
NHs* residual en dichos sobrenadantes se determiné mediante el método colorimétrico
del Indofenol (Solorzano, 1969) y se relativizé el valor obtenido de umoles de NH4Cl
segln la cantidad de proteinas totales de cada cepa. Los resultados obtenidos se

detallan en la Tabla VI.5.
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Tabla VL.5 Cuantificacion de NHat residual en sobrenadantes de cultivos de las cepas AginK1,
AginK2, AginBy AginK1AginK2 en compracion con la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110. El
método utilizado para la deteccion del NHa+ fue el método colorimétrico del Indofenol. Los cultivos
de la cepa salvaje y las mutantes se crecieron durante 2, 5 0 10 dias en medio Evans. Los datos que
se muestran corresponden a los promedios y las desviaciones estandar de 3 ensayos biolégicos
cada uno con 3 réplicas técnicas. Las siglas NM indican que no fueron realizadas las medidas para
esa cepa en esa condicidn.

umoles de NH,Cl / mg de proteinas totales

2 dias 5 dias 10 dias
USDA 110 820,49 £ 95,62 38,56 + 2,80 17,29+ 0,24
AginK1 828,286+ 162,71 36,76 £ 5,98 NM
AGInKZ 764,46 + 22,84 39,77 +0,83 N
AgInK1AgInK2 787,41 £ 174,95 39,84 £ 4,10 NM
Aging 18860,47 £ 11998,39 289,98 + 11,58 26,28 +£2,15

En primer lugar, al analizar los sobrenadantes de la cepa salvaje, podemos corroborar
que efectivamente la cantidad de NHs4* proveniente del medio de cultivo fue
disminuyendo a medida que aumenté la cantidad de dias de crecimiento, y por ende, el
metabolismo bacteriano. Observamos el cambio mads trascendental entre los dias 2 y 5
gue corresponden a la fase de crecimiento exponencial donde la cantidad de NHa* en
sobrenadante se redujo un 95%. Mientras que el cambio observado entre los dias 5y 10
resulté mucho mas moderado debido a que las bacterias se encuentran en una fase
estacionaria de su crecimiento. En este caso, al dia 10 la cantidad de NH4* en el
sobrenadante se redujo un 55% en base a la cantidad obtenida para el dia 5. Sin
embargo, esto implicd sélo un 3% mas en relacion a la cantidad medida al dia 2,
alcanzando una reduccidn total desde el dia 2 al dia 10 del 98%.

Al comparar la cepa salvaje con las cepas mutantes encontramos una drastica
disminucion del ingreso de NH4* en la cepa Ag/nB. Sin embargo, si analizamos el
comportamiento de esta cepa a lo largo de los dias podemos observar que lentamente
la cantidad de NH4* residual va disminuyendo hasta alcanzar, a los 10 dias, una cantidad
semejante a la detectada para la cepa salvaje. Estos resultados claramente nos indican
gue la asimilaciéon de NH4* en esta cepa mutante es mucho lenta que en la cepa parental.
A pesar de esto, cuando Ag/nB se duplica y alcanza la misma biomasa final que la cepa

parental, la cantidad de NH4* en sobrenadantes de esta cepa mutante es practicamente
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igual que la que encontramos en los sobrenadantes de la cepa salvaje. Estos datos son
coincidentes con la disminucion en la actividad de la GS (ver Figura VI.16) y la
disminucion en la velocidad de crecimiento (ver Tabla VI.1), asi como también con la
biomasa final a la cual llegan (ver Figura VI.13), tanto la cepa mutante como la salvaje,
una vez transcurridos 10 dias de cultivo.

Como ya hemos mencionado anteriormente en este capitulo, aunque los distintos
homologos de Pll pueden interactuar con el transportador de amonio AmtB, en general
se ha visto que AmtB interacciona especificamente con las proteinas de la familia GInK
(Thomas et al., 2000a; Conroy et al., 2006). En nuestro caso, si analizamos en detalle el
fenotipo obtenido para la cepa Ag/nB, no sdlo podemos observar que el ingreso de NHa*
al interior celular se reduce drasticamente, sino que también tenemos un gran aumento
de la expresién de g/nK1 (Tabla VI.3). Estos resultados nos conducen a preguntarnos
¢GInK1 tiene mayor afinidad por el AmtB que el resto de sus homdlogos en este rizobio?
Si la funcidn de GInK1 es actuar como tapdn de los transportadores, entonces, el ingreso
de NH4* en AgInB podria estar siendo restringido por un aumento en la cantidad de esta
proteina. Sin embargo, llamativamente cuando analizamos el fenotipo de las cepas
mutantes en g/nK, ni AginK1, ni Agink2 ni la doble mutante Ag/inK1AgIinK2 mostraron
diferencias significativas en comparacién con la cepa parental. Este resultado podria
deberse a que el medio Evans utilizado para llevar a cabo los ensayos, posee una
cantidad balanceada de N y C (20 mM de NH4Cl y 50 mM de manitol con una relacién
C/N= 14), y probablemente la bacteria no sensa el shock de NHs* necesario para
responder mediante el bloqueo de canales. En E. coli se ha reportado que para que esta
interaccion ocurra los niveles de NHs* extracelular deben ser mayores a 50 uM de
(Javelle et al., 2004).

En base a estos ultimos resultados, se llevd a cabo la cuantificacion de NH4* en un medio
limitado en C como es el Evans Bajo C (con una formulaciéon que posee una relacion
C/N=1,4, 20 mM de NH4Cl y 5, 5 mM de manitol). Los datos obtenidos de este ensayo
parecieran indicar que la falta de cualquiera de las proteinas GInK (GInK1 o GInK2)
favorece el ingreso de NHs* al interior celular, mientras que la ausencia de GInB,
nuevamente, genera una restriccion del ingreso de NHs* (Figura VI.16). Considerando
los resultados obtenidos hasta el momento podriamos pensar que las proteinas GInK

estarian cumpliendo el rol de tapones interaccionando con los transportadores AmtB
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regulando el ingreso de NH4*. No obstante, los datos mostrados en este ultimo ensayo
son medidas preliminares y es necesario repetir los experimentos para obtener al menos
3 réplicas bioldgicas independientes que nos permitan llegar a conclusiones mas

certeras.
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Figura VI.16 Cuantificacién de NHa+ residual en sobrenadantes de cultivos de la cepa salvaje y las
cepas mutantes en medio Evans Bajo C (con una formulacién que permite un exceso de NH4*
extracelular). Las cepas se crecieron durante 5 dias y la cuantificacion de NH4* se llevé a cabo a
través del método colorimétrico del Indofenol. Los datos que se muestran corresponden a los
promedios y las desviaciones estandar de 3 réplicas técnicas de una tnica réplica bioldgica. Los
simbolos diferentes (* y **) representan diferencias significativas.

Para analizar un poco mas en profundidad la dinamica de la regulacion del ingreso y la
asimilacién de NH4* en B. diazoefficiens, decidimos evaluar el efecto de las mutaciones
en las proteinas Pll sobre la transcripcion de los genes que codifican los transportadores
AmtB. En particular, los resultados obtenidos al evaluar el ingreso de NH4* al interior
celular en medio Evans nos llevaron a pensar que la expresion de dichos transportadores
podria verse afectada por la falta de alguna de las PII. En este sentido, la delecion de los
genes g/nK podria conducir a una menor disponibilidad de tapones para regular el
ingreso de NHa4*, y en consecuencia la bacteria podria estar regulando la expresion de
los genes amtB para controlar de esta forma el ingreso de NH4* al interior celular.

Para llevar a cabo este andlisis, las cepas se cultivaron durante 2 dias en medio Evansy

se obtuvo el ARN total y el ADNc como se describié previamente en el Capitulo Il. Los
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niveles relativos de transcriptos amtB1 y amtB2 se determinaron mediante qRT-PCR
utilizando los cebadores que se detallan en la Tabla 11.3.2.

La Tabla V1.6 nos muestra que la expresién de amtB1 en las cepas AglnB y AgInk2
aumentd significativamente en relacion a la cepa salvaje. Mientras que al evaluar la

doble mutante Ag/nK1AgInk2 la expresion de amtB1 se ve levemente disminuida.

Tabla VI.6 Expresidén relativa de los genes que codifican para los posibles transportadores de
amonio (amtB1y amtB2)en las cepas AginK1, AginK2, AginBy AginK1AglnKZ en compracion con
la cepa salvaje B. diazoefticiens USDA 110 cultivadas 2 dias en medio Evans. El fold change
representa la diferencia de expresion entre un determinado gen en la cepa mutante en relacion a
la cepa salvaje. Se consideran como sobreexpresados aquellos genes que presentan un fold
change mayor a 2, mientras que consideramos reprimidos aquellos cuyo fol/d change sea menor
a -2. Los datos que se muestran corresponden al promedio de dos réplicas biologicas evaluadas
en triplicado y su desviacion estandar.

Fold change
amtB1 amtB2
AginB/USDA 110 29,27%3,65  -2,19+0,71
AgInK1/USDA 110 -1,76%0,01  -1,5210,36
AglnK2/USDA 110 67,56£4,41  1,93%0,26

AginK1AginK2{USDA 110 -3,16x0.96 1,20+0,53

Por otra parte, los niveles de transcriptos de amtB2 no se ven modificados por la
delecién de ninguna de las PII.

Estos resultados nos resultaron particularmente interesantes. En el comienzo de este
capitulo demostramos que glnK1 y amtB1 se expresan de manera conjunta, lo cual
podemos observar que sucede cuando analizamos las expresiones relativas en la cepa
AginB, donde se observa un aumento de g/nK1 (ver Tabla VI.3) que se correlaciona con
un aumento similar de amtB1. Sin embargo, la mutante Ag/nk2 muestra un aumento en
los niveles de transcriptos de amtB1 pero no se modifican los niveles de g/nkK1 (ver Tabla
VI.3). En este punto, es importante sefalar que esta comparacién se puede realizar ya
que las medidas de niveles relativos de transcriptos de las diferentes PIl (Tabla VI.3) y
de los transportadores de NH4* (Tabla VI.6) se realizaron en simultaneo en una misma

corrida utilizando un mismo ADNc.

201



Capitulo VI Tesis Doctoral Florencia Lamelza

Esto nos lleva a pensar que, probablemente, el transportador de amonio amtB1 posee
un segundo promotor con una via de regulacién independiente que se activa bajo ciertas
condiciones. Con respecto a esto, Cuklina y colaboradores (2016) realizaron estudios
transcriptomicos sobre B. diazoefficiens en vida libre y dentro de nédulos de soja, los cuales
aportan indicios acerca de la regulacidon de la expresién de estos clusters duplicados. Este
tipo de regulaciones multiples, donde encontramos que algunos genes pueden
expresarse de manera conjunta en ciertas condiciones y de manera individual en otras
debido a la presencia de un promotor interno, ya ha sido descripta para otros genes de
B. diazoefficiens (Martin et al., 1989; Mongiardini et al., 2017).

Si analizamos todos estos datos en conjunto, los mismos nos llevan a hipotetizar que las
proteinas GInK serian las responsables de taponar los transportadores de NH4* y que,
GInK1 podria tener mayor afinidad que GInK2 por el transportador.

Por otra parte, cuando g/nK1 y gink2 estdn ausentes (Ag/inK1AgInk2), la expresion de
amtB1 disminuye, probablemente porque sdélo hay trimeros de GInB que no son capaces
de llevar a cabo la funcién de tapon que cumple GInK vy, por lo tanto, la manera de
regular la entrada de NH4* seria reduciendo la cantidad de transportadores AmtB (sin
considerar que el ingreso de NHs al interior celular se produce por difusién). Por otra
parte, cuando GInK1 esta ausente (Ag/nK1) no se necesitarian menos AmtB porque
probablemente GInK2 pueda reemplazarla.

En el caso de la cepa Ag/nK2, podemos encontrar trimeros de GInB o GInK1, vy
suponiendo que GInK1 tiene mayor afinidad por los transportadores que GInk2,
entonces la bacteria necesitaria aumentar la cantidad de AmtB para permitir el ingreso
de NHz".

Finalmente, cuando la bacteria no tiene GInB, el aumento de la cantidad de transcriptos
de gInK1 podria deberse a que GInK1 intentaria suplir ciertas funciones que en una cepa
salvaje serian llevadas a cabo por GInB. Pero ese aumento de g/nKl también
desencadenaria el aumento en los transportadores, o por estar en operén o por

necesitar mas AmtB libre que no sean bloqueados por GInK1.

202



Capitulo VI Tesis Doctoral Florencia Lamelza

VI.5 Resumen y Discusion

En este capitulo analizamos los tres genes que codifican para las proteinas Pll de B.
diazoefficiens, una copia del gen g/InB (blr4948) y dos copias de g/nK cada una de ellas
ubicadas de manera adyacente a un transportador de NHs* amtB, que hemos
denominado arbitrariamente g/nk1 (blr0612)-amtB1 (blr0613) y g/nk2 (blr0606)-amtB2
(blr0607 y bir0608).

El andlisis in silico de las secuencias de las proteinas Pll nos permitié detectar los sitios
de uridilacion que contienen el residuo Tyr51 caracterisitico para esta familia de
proteinas, asi como también determinar los altos niveles de homologia entre ellas
(Figura VI.1). En cuanto al analisis de las secuencias proteicas de los transportadores de
NH4*, nos permitié observar la escasa similitud entre ellos y nos llevé a pensar que la
copia AmtB2 podria haber sufrido una insercién en su secuencia (Figura VI.4; Anexo 1.1)
en algin momento de la evolucidn y podria no ser funcional.

El analisis de los transcriptos de los genes que codifican para las proteinas Pll y para los
AmtB nos indicd que, en las condiciones ensayadas (una condicidn sin limitacidon de N ni
de C como es el medio Evans), todos los genes evaluados se expresan (Figura VI.5),
indicando que g/nB y las ginK de B. diazoefficiens no poseen una expresion diferencial
como ocurre en otros microorganismos.

Otro dato interesante que observamos fue que el par glhKi-amtB1 se encuentra
formando parte de un operdén (Figura VI.6), aunque bajo ciertas circunstancias la
expresion de amtB1 pareceria responder a un segundo promotor de manera
independiente (Tabla VI.3 y. Tabla VI.6). Por su parte, la expresion de gink2 y amtB2
resulté ser una de las excepciones a los sistemas ginK-amtB descriptos cominmente ya
gue no se expresan conjuntamente (Figura VI.6). Estos resultados concuerdan con los
datos obtenidos por Jelena Cuklina et al. (2016), donde fue posible detectar un inicio de
transcripcion que se activa en vida libre ubicado en la posicion 652147 del genoma de
B. diazoefficiens, que se encuentra justamente localizado entre los genes gink2
(651801..652139) y amtB2 (652211..653227).

La caracterizacién fenotipica de las cepas mutantes AglnK1, AginkK2, AginB vy
AginK1AgInK2 indicé que ninguna de las tres Pll es esencial por si sola para el

crecimiento de las bacterias en medios limitados en N (Figura VI.13-Paneles C y D;

203



Capitulo VI Tesis Doctoral Florencia Lamelza

Figura VI.14 — Paneles A y B). Sin embargo, al analizar un medio con cantidad suficiente
de N como es el medio Evans, encontramos que la ausencia de g/nB hace que la cepa
mutante posea una velocidad de crecimiento menor que la salvaje (Tabla VI.1), aunque
finalmente es capaz de alcanzar una biomasa final igual a la cepa parental (Figura VI.13-
Panel A y B). Estos datos nos llevan a pensar que GInB es de gran importancia para
sensar inicialmente las cantidades de glutamina y a-cetoglutarato intracelulares y para
la puesta en marcha de la regulacion del metabolismo del NH4*, en particular en una
condicidn donde este nutriente se encuentra en exceso. Ademas, la capacidad de la cepa
AginB para adaptarse y alcanzar una biomasa final equivalente a la de la cepa salvaje
cuando se cultiva en medio Evans (Figura VI.13-Paneles A y B) nos indica que la funcion
que lleva a cabo GInB puede ser sustituida finalmente por alguna de las otras proteinas
PIl que encontramos en B. diazoefficiens. Estos resultados se correlacionan con el
aumento de transcriptos de g/nK1 durante los primeros dias de crecimiento de la cepa
mutante Ag/nB (Tabla VI.3), lo que estaria indicando que la falta de GInB podria ser
reemplazada por GInK1.

Asimismo, pudimos observar que la velocidad de crecimiento de la cepa mutante
AginK1AginK2 se ve alterada en relacién a la velocidad de crecimiento de B.
diazoefficiens cuando dichas cepas se cultivan en extrema escasez de NH4* (Evans Bajo
N) (Tabla VI.1). En cambio, cuando el medio de cultivo posee glutamato como Unica
fuente nitrogenada o NH4* en condiciones no limitantes, no se observan diferencias en
la velocidad de crecimiento de la doble mutante con respecto a la cepa salvaje (Tabla
VI.1 y Tabla VI.2), indicando que probablemente la funciéon que cumplen las GInK sea
relevante principalmente en condiciones de inanicion extrema de NH4".

Por otra parte, pudimos observar que, dependiendo de cual de las PIl delecionemos, el
patron de expresion de ginll y ginA1 cambia, indicando que todos los homologos de PlI
son funcionales y que afectan de alguna manera, directa o indirecta, a la regulacién de
la expresidn de las glutamino sintetasas (Tabla V1.4).

Adicionalmente, también detectamos que GInK y GInB poseen un efecto contrario sobre
la actividad de la isoforma GSI: las proteinas GInK (tanto GInK1 como GInK2) parecerian
tener un efecto atenuante sobre la actividad de la enzima GSI, mientras que GInB no
s6lo no puede reemplazar esta funcion, sino que pareciera tener un efecto positivo

sobre la actividad de esta enzima (Figura VI.15).
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Los resultados obtenidos se correlacionan con los datos registrados al cuantificar el NH4*
residual de los sobrenadantes de cultivos de las cepas mutantes. En la cepa Ag/nB la
asimilacidon de NHa* resulté mucho lenta que en la cepa parental aunque, con el pasar
del tiempo, Ag/nB es capaz de metabolizar casi la misma cantidad de NH4* que la cepa
salvaje (Tabla VL.5). Esto explicaria la disminucion en la actividad de la GSI (Figura VI.15)
y la disminucién en la velocidad de crecimiento (Tabla VI.1), asi como también la
similitud en la biomasa final alcanzada cuando entran en fase estacionaria tanto la cepa
mutante como la salvaje (Figura VI1.13).

Por otra parte, cuando analizamos la expresion relativa de los transportadores de AmtB
pudimos observar que los niveles de transcriptos de amtB2 no se ven modificados por
la delecién de ninguna de las PIl (Tabla VI.6). Este resultado nos indica que la expresién
de este gen no depende de la cascada de regulacion donde intervienen estas proteinas.
Contrariamente, al evaluar la expresion del transportador amtB1 observamos que la
misma se encuentra relacionada con la presencia o ausencia de las Pll (Tabla VI.6),
aunque con los datos obtenidos hasta el momento no es posible esclarecer la via de su
regulacién. Los resultados obtenidos al analizar la expresidn de este gen en las distintas
cepas mutantes en relacidn a la cepa salvaje nos conducen a pensar que las GInK serian
las responsables de taponar los transportadores de NHa4* y que, GInK1 podria tener
mayor afinidad por dichos transportadores que GInk2.

Todos estos resultados tomados en conjunto sugieren en primer lugar, que todas las
copias de PII: GInB, GInK1 y GInK2 estarian cumpliendo un rol en la regulacion del
metabolismo de N en B. diazoefficiens en vida libre y, ademas, el rol que cumple cada
una de ellas es diferente, aunque algunas funciones podrian superponerse. Sin embargo,
es necesario el accionar de las tres proteinas en conjunto para el correcto proceso de
asimilacion de NH4* indicando que, a pesar de la aparente redundancia de tener varias
proteinas de sefializacion, cada una de ellas seria parte fundamental de una regulacién

fina de la activacion de la NSR.
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Introduccion

La interaccidn rizobio-leguminosa constituye una protocooperacién en la que ambos
individuos pueden vivir de forma independiente, pero, cuando se asocian, sacan
provecho uno del otro. Por un lado, la planta le brinda proteccién a los rizobios frente a
las condiciones adversas del suelo y les suministra fuentes de C y energia para que éstos
puedan vivir dentro de los nddulos. Por su parte, los rizobios reducen el N, atmosférico
a NH4*, y se lo brindan a la planta en forma de este compuesto, de aminodcidos o de
ureidos segun la especie de rizobio (Pate et al., 1980, Lodwig y Poole, 2003). De este
modo, la planta dispone de compuestos nitrogenados facilmente asimilables para sus
requerimientos metabodlicos y para adaptarse a suelos pobres en este nutriente,
mejorando asi su crecimiento.

Un aspecto importante a resaltar de la fijacion bioldgica de N2 es que este proceso es
independiente del metabolismo de N de la bacteria en vida libre (Patriarca et al., 2002).
La desregulacién de los genes estructurales y regulatorios de la asimilacién de NHs* es
un paso clave y necesario para que la diferenciacidn del simbiosoma sea eficiente y por
ende, que el desarrollo del ndédulo sea efectivo (Patriarca et al., 2004). Incluso, se ha
demostrado que, en bacteroides con fenotipo Fix* (que fijan eficientemente N), la
asimilacién de NH4* se encuentra reducida a muy bajos niveles ya que el NH4* obtenido
a partir de la fijacidn simbidtica del N, atmosférico es transferido practicamente en su
totalidad a la planta (Howitt et al., 1986; de Bruijn et al., 1989; Shatter y Kahn 1993
Lodwig y Poole, 2003).

Ademas, cepas de rizobios mutantes en genes involucrados en la asimilacion de NHa4*
(genes que codifican para las enzimas GS y GOGAT) y en la regulacién del metabolismo
del N en vida libre (que codifican para las proteinas Pll o el sistema de regulacién NtrBC),
demostraron ser capaces de formar nédulos y fijar N2 (Howitt et al., 1986; Carlson et al.,
1987; de Bruijn et al., 1989; Udvardi et al., 1992; Shatters y Kahn 1993; Yurgel et al.,
2008; Yurgel et al., 2010). Estos resultados indicarian que las proteinas involucradas en
la asimilacion de NH4* no serian necesarias para llevar a cabo una simbiosis eficiente
(Kahn, 1985; Udvardi, 1993).

Sin embargo, en E. meliloti 2011 se ha demostrado que el metabolismo del N de la

bacteria en vida libre se encuentra acoplado a los procesos de infeccion y formacién de
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los nédulos y, en particular, esta conexién involucra a la proteina de sefializacién PIl:
GInB (Arcondéguy et al., 1997). Los nddulos obtenidos a partir de la inoculacion de
plantas de alfalfa con cepas mutantes en g/inB de este rizobio resultaron en su mayoria
pseudonddulos con una alta actividad nitrogenasa. A pesar de esto, las plantas
inoculadas con estas cepas tuvieron un menor desarrollo de su parte aérea, la cual se
observé de color amarillenta indicando la ausencia de la fijacion de N, (Arcondéguy et
al., 1997).

En otros casos, como Azorhizobium caulinodans ORS571 (simbionte de la leguminosa
tropical Sesbania rostrata), la delecién de g/nB también afecta la fijacion de N2 en
simbiosis. En este caso, la cepa mutante fue capaz de formar ndédulos como la cepa
salvaje, sin embargo, no posee actividad nitrogenasa y las plantas inoculadas con ella
poseen un desarrollo escaso (Michel-Reydellet et al., 1997). Esta regulacién también se
ha observado en bacterias fijadoras de N; en vida libre como por ejemplo Rhodospirillum
rubrum. En esta bacteria se ha demostrado que sélo GInB en su forma uridilada es capaz
de inducir la expresidon de los genes nif para expresar el complejo de la nitrogenasa y
llevar a cabo la fijacién bioldgica de N2 (Zhang et al., 2000). Por el contrario, en
Herbaspirillum seropedicae, una B-proteobacteria fijadora de N, GInK es la principal
responsable de la expresién de los genes nif (Noindorf et al,, 2011). Como se puede
apreciar, la regulacion de los genes nif (necesarios para la sintesis de la nitrogenasa) y
fix depende del microorganismo en estudio.

En base a los antecedentes expuestos y dado que la funcion de las diferentes Pll en B.
diazoefficiens en simbiosis aun no ha sido descripta, nos propusimos evaluar el fenotipo

de cada una de las cepas mutantes en su interaccidn simbidtica con las plantas de soja.

VII.1 Rol de las proteinas Pll en la nodulacién y en la fijacion biologica de
N2

Para evaluar la capacidad de nodulacién y fijacién de N, en plantas de soja de las cepas
mutantes en las proteinas Pll, se procedié como se describe en el Capitulo 11.6.3 y en la
Figura VII.1. Brevemente, las cepas utilizadas B. diazoefficiens USDA 110, AginK1, AgInk2
y AgInB, se cultivaron durante 6 dias (hasta fase estacionaria) en Evans Bajo N. En

particular, optamos por utilizar este medio de cultivo debido a que, como ya hemos
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mencionado, estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado una influencia
positiva de las condiciones de inanicién de N sobre los procesos tempranos de
interaccion entre B. diazoefficiens y las plantas de soja (Lépez-Garcia et al., 2001; Lopez-
Garcia, 2004). En particular, en este trabajo de Tesis hemos demostrado que Evans Bajo

N es un medio con escasez extrema de NH4*.

3-4 dias, 28 °C 6dias, 28°C  pijucisén para L L L .
180 rpm 180 rpm inbeulos Inéculos con
ﬂ / Aprox. 10°
/ m—— |7 I bacterias.mi*
i L

. Q Fahraeus Cepa Cepa
Cultivos iniciadores j

{control negativo) Salvaje  mutante

en medio Evans Dilucién
en medio Evans Bajo N 1 ml de
inéculo sobre
A Solucié cada semilla .
Peso seco de la parte aérea olucion Semillas
de Fahraeus W de soja
- 4 .” \ / ——— germinadas
50-60 dias 7-10 macetas con
— perlita/arena por

cepa a ensayar

121 dias
W W W Analisis de nédulos y cuantificacién de ureidos

Figura VII. 1 Esquema experimental para los ensayos de interaccidn con plantas de soja.

A partir de estos cultivos realizamos diluciones hasta obtener una concentraciéon de
aproximadamente 10° UFC.ml. 1 ml de cada uno de estos cultivos diluidos se utilizaron
parainocular entre 7 y 10 plantas por cepa a evaluar. Ademas, se dejé el mismo nimero
de plantas sin inocular como controles negativos. El tiempo de cultivo de las plantas
varié entre 21 y 60 dias segun el ensayo a realizar, como describiremos a continuacion.
En primer lugar, evaluamos la nodulacion y la fijacién de N2 en plantas cultivadas
durante 21 dias en camara de plantas. Para ello, se obtuvieron los néddulos de cada una

de ellas, se registrd el niumero total de nédulos por planta y posteriormente se secaron
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durante 20 dias para determinar su biomasa total. Este mismo procedimiento de secado

se llevd a cabo con la parte aérea de cada planta ensayada (Tabla VII.1).

Tabla VII.1 Evaluacion de la nodulacién y la fijacion biologica de N2 de las cepas mutantes en las
proteinas PIl y la cepa salvaje B. diazoefficiensUSDA 110. Los datos de la cuantificaciéon de ureidos
(medidos como mM de alantoina/g de planta), el nimero de nédulos por planta y el peso seco de
los mismos corresponden a las plantas cultivadas durante 21 dias en cAmara de plantas. Mientras
que los datos del peso seco de la parte aérea se obtuvieron a partir de plantas cultivadas durante
aprox. 60 dias en inverndaculo. Los resultados muestran el promedio y la desviacién estandar de
dos ensayos bioldgicos independientes. Los datos se analizaron en un analisis de varianza con p
< 0,01 utilizando el test de Tukey.

Cepa a evaluar N° de nédulos/ Peso seco de nédulo mM alantoina/  Peso seco parte

planta (mg) / planta g de planta aérea (g)

USDA 110 143+4.2 37.7+13.0 20.2+29 1.0+£0.1

AgInK1 11.9+45 31.5+8.3 15.5+2.7 1.0+£0.1

AgInK2 21.5+6.2 29.7 £10.0 16.6+4.8 1.2+0.1

AginB 3.83+2.2 16.3+6.2 11.6 +3.7 0.6+0.2
Control sin

inocular - - 127424 0.6+0.1

Al analizar los resultados obtenidos para las plantas inoculadas con la cepa Ag/nB
observamos que presentaban una menor cantidad de nédulos. Incluso, éstos eran mas
pequefios que los obtenidos de las plantas inoculadas con la cepa salvaje y de color
blanquecino en su interior (pseudonddulos). Estas caracteristicas se vieron reflejadas en
el peso seco de los nédulos donde también se determind una disminucién del mismo
(Tabla VII.1).

Por su parte, las plantas inoculadas con las cepas Ag/nK1 y Agink2 generaron similar
cantidad de ndédulos y con una biomasa final también similar a aquellas inoculadas con
la cepa parental (Tabla VII.1). Asimismo, los nédulos obtenidos al inocular con estas
cepas mutantes se vieron, a simple vista, morfolégicamente similares a los obtenidos al
inocular con B. diazoefficiens USDA 110, con ornamentas externas y en su interior un
color rojizo caracteristico nédulos fijadores de N.

A partir de las muestras secas de la parte aérea llevamos a cabo la cuantificacion de

ureidos en hojas (que representa una medida indirecta de la fijacion bioldgica de N)
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como se describe en el Capitulo 11.6.4. Mediante esta técnica se pudo observar que en
aquellas plantas inoculadas con el mutante Ag/nB la concentracion de ureidos resultd
menor que el valor que se obtuvo para la cepa salvaje USDA 110, pero similar a la medida
obtenida para los controles no inoculados, indicando que la fijacidn bioldgica de N; esta
reducida en la cepa Ag/nB. Por su parte, las plantas inoculadas con las cepas mutantes
AginK1 y Agink2 no mostraron diferencias significativas en la cantidad de ureidos en
hoja en relacidon a la cepa salvaje (Tabla VII.1), lo que podriamos suponer que las
proteinas GInK de B. diazoefficiens no son necesarias para llevar a cabo la fijacion de N».
Para confirmar el fenotipo observado mediante la cuantificaciéon de ureidos en hoja,
llevamos a cabo otro ensayo de nodulacién como se describié anteriormente, pero esta
vez las plantas inoculadas se cultivaron durante aproximadamente 60 dias en
invernaculo. La capacidad de fijar N2 en este caso se evalué mediante la medida del peso
seco de la parte aérea. Es importante sefialar que esta medida también fue evaluada en
el ensayo de plantas de 21 dias anteriormente descripto, pero en esa instancia no se
observaron diferencias significativas, debido probablemente al poco tiempo de
desarrollo de las plantas que aun no habian llegado a expresar su deficiencia en N.

En este ensayo, al evaluar la biomasa de las plantas cultivadas durante 60 dias pudimos
observar que aquellas que habian sido inoculadas con la mutante Ag/nB mostraron una
disminucion significativa en el peso seco de la parte aérea semejante al obtenido para
las plantas sin inocular (Tabla VII.1). Asimismo, macroscopicamente estas plantas se
presentaban amarillentas y mas pequefias a partir de los 28 dias post inoculacién,

indicando una menor fijaciéon de N, que la cepa parental (Figura VII.2 — Panel A).
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Figura VII.2 Aspecto macroscépico de las plantas, raices y n6dulos a los 28 dias post inoculacion.
A) Fotografia de las plantas de soja (G. Max) inoculadas con suspensiones bacterianas (del orden
de 106 UFC.mll.plantal) de las cepas B. diazoefficiens USDA 110, AginK1, AginK2'y AginB o con
solucién de Fahraeus (control sin inocular). B) Fotografia de las raices y los nédulos obtenidos de
las plantas mencionadas en el inciso A. El control negativo no present6 nédulos en sus raices.
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Ademds, las plantas inoculadas por la cepa Ag/nB nuevamente presentaron escasa
cantidad de nédulos, de un tamafio pequeiio y de color blanquecino (pseudonddulos),
indicando la ausencia de bacteroides fijadores de N (Figura VII.2 - Panel B). Todas estas
caracteristicas describen un fenotipo defectivo en la fijacién simbidtica de N (Fix’) de
esta cepa.

Por otra parte, las plantas inoculadas con las cepas Aglnk1 y AgInK2 mostraron un
fenotipo macroscépico similar al de la cepa salvaje, de color verde oscuro y de mayor
tamafio que los controles sin inocular (Figura VII.2 — Panel A).

A pesar que a los 28 dias de crecimiento las plantas inoculadas con las cepas Ag/nk1
parecian tener un menor desarrollo que la cepa salvaje, al evaluar su biomasa a 60 dias
no se observaron diferencias significativas en relacién a la biomasa obtenida para las
plantas inoculadas con B. diazoefficiens USDA 110 (Tabla VII.1). Incluso, como se puede
ver en la Figura VII.2 - Panel B los nédulos obtenidos a partir de las plantas inoculadas
con las cepas AginK1 y AgInK2 resultaron similares a los obtenidos al inocular con la cepa

salvaje.

VII.2 Analisis morfolégico y de la ultraestructura de nédulos de soja
inducidos por B. diazoefficiens USDA 110 y las cepas mutantes en las
proteinas PII

Para complementar los estudios de interaccidn con plantas de soja, se selecciond del
mismo ensayo anteriormente mencionado, a los 28 dias post inoculacion, una planta de
cada una de las condiciones evaluadas y los nédulos obtenidos fueron seccionados
longitudinalmente para luego ser observados al microscopio 6ptico (Figura VIIL.3).
Mediante esta técnica pudimos ver que los nddulos obtenidos al inocular con la cepa
AgInB poseen una menor ocupacion respecto a los nddulos invadidos por la cepa salvaje
(Figura VII.3- Panel B y F). Por su parte, resultd llamativo que, si bien el aspecto
macroscopico de los nddulos producidos por la cepa mutante Ag/inK1 parecian ser
similares a los obtenidos en plantas inoculadas con la cepa salvaje, también presentaron
un menor nivel de ocupacion (Figura VII.3- Panel Cy G), indicando que tanto GInB como

GInK1 parecen ser necesarias para el proceso de invasién de los nddulos. Finalmente,
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los nédulos infectados por la cepa AgInk2 no presentaron diferencias significativas en

cuanto a su grado de ocupacién (Figura VII.3- Panel D y H).

Figura VIL.3 Microscopia 6ptica de cortes transversales de nédulos de soja (Glycine max)
ocupados por las cepas B. diazoefficiensUSDA 110 (AyE), AginB(ByF), AginK1 (Cy G) y AginK2
(D y H). Las imagenes A, B, C y D tienen una magnificacién de 40X y las imagenes E, F, G y H de
400X. Las flechas en rojo sefialan algunos de los granulos de almidén encontrados en las cepas
mutantes.

213



Capitulo VI Tesis Doctoral Florencia Lamelza

Al realizar un andlisis mas detallado de estas imdgenes pudimos detectar que los
nodulos de todas las cepas mutantes evaluadas presentaban una gran acumulacién de
granulos de almidén (algunos de ellos indicados en la Figura VII.3 con flechas rojas). En
particular, los nédulos invadidos por la cepa AginB presentaron la mayor cantidad de
granulos (Figura VII.3- Panel F). Sin embargo, los nddulos invadidos tanto por Ag/nk1
como por Aglink2 también mostraron un aumento en la cantidad de granulos de,
almiddn en relacion a la cepa salvaje pero no tan significativos como Ag/nB (Figura VII.3-
Paneles Gy H).

Este aumento en la cantidad de almidén disponible dentro del ndédulo podria estar
indicando que los compuestos carbonados que la planta le brinda al bacteroide no son
utilizados en su totalidad por las cepas mutantes probablemente debido a un
desbalance de su metabolismo de Cy N. Este fenotipo habia sido descripto previamente
para cepas mutantes en g/inB de E. meliloti 2011 (Arcondéguy et al., 1997). Sin embargo,
la vinculacion entre las proteinas Pll y los acimulos de almidén adn no se ha investigado.
Este desbalance de C observado nos conduce a pensar nuevamente que las 3 proteinas
PIl de B. diazoefficiens son funcionales, y en este caso parecieran ser importantes para
regular el metabolismo de N dentro del bacteroide.

Finalmente, analizamos los mismos cortes de nddulos mediante microscopia
electrénica, y observamos que efectivamente la ultraestructura de los nddulos
obtenidos de plantas inoculadas con Agi/nB difieren drasticamente de la obtenida de
nddulos invadidos por la cepa salvaje (Figura VII.4). En este sentido, en los nddulos
ocupados por AglnB sélo pudieron encontrarse unos pocos bacteroides en simbiosomas,
con grandes vacuolas vegetales y gran cantidad de tejido necrético (Figura VIl.4- Paneles
E y F), lo que puede interpretarse como bacteroides lisados, constituyendo en su
conjunto compartimentos “liticos”, sefial tipica de degradacion (Werner et al., 1984).
Estos resultados fueron coincidentes con el fenotipo macroscépico observado en las
plantas inoculadas con esta cepa, donde se detecté un menor desarrollo de la parte
aérea y con un color amarillento similar al de las plantas sin inocular, indicando en
conjunto la ausencia de la fijacién de N, Ademas, la presencia de hilos de infeccidn
(Figura VII.4- Paneles F) y de bacteroides en los simbiosomas nos sugiere que
probablemente la ausencia de GInB no afecte el proceso de invasion del nddulo, sino a

la supervivencia del bacteroide en el interior del mismo. Sin embargo, es necesario
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profundizar los estudios del fenotipo de Ag/nB en simbiosis para esclarecer esta

hipédtesis.

Figura VIL.4 Microscopia electrénica de nédulos de soja (G. max) ocupados por las cepas 5.
diazoefficiensUSDA 110 (A), AginK2 (B), AginK1 (CyD), AginB (Ey F). Los paneles Cy D muestran
la diferencia de ocupacidn observada en distintas zonas de un mismo nédulo para la cepa AginK1.
Las barras en el interior de la imagen corresponden a 2 pm. Las imagenes tienen una
magnificaciéon de10.000X. En los paneles se marcan: (inf) simbiosomas infectados, (noinf) sin
infectar, (n) nucleo celular, (H) hilos de infeccién y (V) vacuolas vegetales.
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Por otra parte, al analizar la ultraestructura de los néddulos ocupados con la cepa Ag/nK1
se encontré que efectivamente algunas zonas eran similares a los nédulos invadidos por
la cepa salvaje y otras zonas se encontraban mayoritariamente células vacias y sélo
algunas de ellas con escasos o nulos bacteroides (Figura VII.4- Paneles C y D). Sin
embargo, basdandonos en los datos obtenidos en este trabajo de Tesis pareceria que esta
disminucion en la ocupacion de los nédulos no afecta el proceso de fijacion de N, (Tabla
VIIL.1).

Finalmente, la ultraestructura de los nédulos obtenidos de plantas inoculadas con la
cepa Aglnk2 resultaron similares a la de los ndédulos invadidos por B. diazoefficiens USDA

110 (Figura VIl.4- Panel B).

VII.3 Resumen y Discusion

La determinacion de los factores que influyen directamente en el desarrollo de las
distintas etapas de la interaccién rizobio-leguminosa, es objeto continuo de
investigacion por diferentes grupos de trabajo. En particular, se realizan muchos
esfuerzos para optimizar la simbiosis B. diazoefficiens - soja, dada la importancia de este
cultivo a nivel mundial, y en particular en nuestro pais.

En este capitulo evaluamos el rol de las proteinas Pll en dicha interaccidn simbidticay la
posterior fijacion de N,. La importancia de las proteinas Pll en bacteroides de B.
diazoefficiens aun no habia sido estudiada, sin embargo, estudios de transcriptdmica
realizado por Pessi y colaboradores (2007), determinaron que los niveles de glnk1
aumentan 9 veces en el bacteroide en relaciéon a la bacteria en vida libre, y que la
induccion de este gen se encuentra regulado a través del factor 654. Ademas, en el 2010
Delmotte y colaboradores detectaron a partir de estudios protedmicos la presencia de
GInB y GInK1 en bacteroides de B. diazoefficiens, sugiriendo que estas proteinas
cumplen un rol determinado en el metabolismo de la bacteria dentro del nédulo.

Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral resultaron concordantes con
estos antecedentes previos. En este sentido, determinamos que la cepa mutante Ag/inB
produce un fenotipo alterado de la nodulacién, presentando un menor nimero de
nédulos mds pequeios y blanquecinos (pseudonddulos) (Figura VII.2 - Panel B). El

analisis microscépico demostré que los mismos tenian un grado de ocupacion mucho
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menor (Figura VII.3 - Panel B y F) y que contenian, principalmente, tejidos necréticos,
con grandes vacuolas vegetales y escasos bacteroides (Figura VII.4 - Paneles E y F). Estas
observaciones también se correlacionaron claramente con una disminucion de la
fijacion de N2 de esta cepa, lo que trajo aparejado plantas pequefias y con una coloracidn
amarillenta, signos tipicos de una deficiencia de N en el cultivo de la leguminosa. Estos
resultados sugieren que GInB es importante para el desarrollo y morfogénesis de los
nddulos como asi también para la subsistencia del bacteroide en su interior. Ademas,
GInB no sdlo estaria cumpliendo un rol esencial en el metabolismo de N del rizobio en
vida libre sino también pareceria ser fundamental cuando éste ultimo se encuentra en
el interior del nédulo.

Por su parte, GInK1 también pareciera influir en el proceso de invasiéon del nédulo,
principalmente debido a la menor ocupacién observada en los cortes de nddulos de
plantas inoculadas con la cepa Ag/nK1 (Figura VII.3 - Panel C y G). Sin embargo, el
fenotipo observado en las plantas inoculadas con esta cepa mutante (plantas de color
verde oscuro y de similar tamafio a las inoculadas con la cepa salvaje) y la cantidad y
aspecto macroscoépico de los nddulos junto con la medida de la cantidad de ureidos en
hojas (Tabla VII.1), nos indica que la fijacién biolégica de N2 no se ve alterada por la
menor ocupacion. En este caso, no logramos esclarecer cual seria la funcidon de GInK1
en este proceso.

Finalmente, GInK2 no afecta los procesos de nodulacion y fijacién de N, ya que no se
observd ninguna diferencia significativa en relaciéon a las plantas inoculadas con B.
diazoefficiens USDA 110, indicando que esta proteina no esta involucrada en la
simbiosis.

Por otra parte, otro dato llamativo fue que los nédulos invadidos por las cepas mutantes
mostraron una acumulacién de granulos de almidén inusual, en particular la cepa Ag/nB
(Figura VII.3 — Paneles E, F, G y H). Los compuestos carbonados brindados por la planta
se transportan al nédulo en forma de sacarosa (Streeter, 1981; Reibach y Streeter, 1983;
Gordon et al., 1985; Kouchi y Yoneyama, 1986; Streeter, 1987) y una vez en el interior
de la célula vegetal infectada, la sacarosa se convierte principalmente en malato,
succinato y fumarato (Ledwig y Poole, 2003). Estos dcidos dicarboxilicos son
transportados al interior del bacteroide a través de sistemas especificos (Ledwig y Poole,

2003) y son utilizados para adquirir la energia necesaria para llevar a cabo la fijacién de
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N2 y para satisfacer sus demandas metabdlicas (Forrest et al., 1991). Cuando los
bacteroides no utilizan estos compuestos, la sacarosa que ingresa a la célula vegetal
infectada se almacena en forma de almidén (Thummlerf y Vermad, 1987; Vermad,
1989).

En base a estos datos bibliograficos podemos pensar que la presencia de granulos de
almidoén en las cepas mutantes en las proteinas GInK podria deberse a un desbalance
metabdlico de los bacteroides que los conduzca a consumir una menor cantidad de
acidos dicarboxilicos, aunque suficiente para llevar a cabo la fijacién bioldgica de N; de
igual manera que la cepa salvaje. En el caso del mutante en GInB la acumulacion de
granulos de almiddon es mucho mas exacerbada, lo que se correlaciona con la escasez de
bacteroides presentes en el nédulo y la ausencia de fijacion de Na.

Los resultados obtenidos a partir del presente trabajo abren un abanico de nuevos
interrogantes acerca de la funcién de las proteinas PIl en la simbiosis. Con las
observaciones realizadas, se puede hipotetizar que GInB es esencial para la bacteria en
sus dos estadios, regulando (directa o indirectamente) los metabolismos de Cy N no
sélo en vida libre sino también dentro del nédulo. De esta manera, GInB esta sujeta a un
control de regulacién mas fino que conduce a que esta Pll siga activa en el bacteroide.
Seria interesante a futuro identificar cudles son las proteinas que regulan las PIl durante
el proceso de diferenciacion del nddulo, y luego dentro del mismo, con el fin de
encontrar una explicacion al rol que poseen estas proteinas en la fijacidén simbidtica de

No>.
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VIIl.1 Discusion general

La increible habilidad que poseen los microorganismos para adaptarse a los diversos
ambientes se debe en gran parte a la versatilidad de sus metabolismos. En este sentido,
los microorganismos que habitan en el suelo, y en particular las bacterias, estan
sometidos a una amplia variedad de estreses ambientales y, debido a su pequefio
tamafio y a su elevada relacién superficie / volumen, cualquier cambio ambiental
impacta en su estado metabdlico rdpidamente. Ante esta situacidon desfavorable que
podria resultar en el dafio de componentes vitales de la célula, las bacterias han
desarrollado respuestas adaptativas que les permiten monitorear su entorno y
desencadenar cambios en la regulacién de sus actividades metabdlicas, mediante la
activacion de cascadas de sefalizacion con el objetivo de contrarrestar las
perturbaciones que pueden sufrir.

Existe abundante literatura referida a los efectos y consecuencias del estrés ambiental
sobre la viabilidad bacteriana (Rice et al., 1977; Lowendorf et al., 1981; Crist et al., 1984;
Brockwell et al., 1995; Foster, 2000; Sadowsky, 2005; Lebrazi et al., 2014; Kaji¢ et al.,
2016). La escasez de N, a la que estan expuestos los rizobios en los suelos agricolas, es
uno de los estreses ambientales mas frecuentes, y en esas condiciones pueden llevar a
cabo la simbiosis fijadora de N; con las leguminosas. En este sentido, el cultivo de
Bradyrhizobium diazoefficiens en un medio con una alta relaciéon C/N provoca que estos
rizobios se vuelvan mas infectivos y competitivos para la formacidon de nédulos cuando
son utilizados para inocular semillas de soja (Lépez-Garcia et al., 2001). Esto ocurre en
parte gracias a que, en dichas condiciones de cultivo, las bacterias se enfrentan a una
limitacion metabdlica en N que conduce a un desbalance de los pooles de Cy N
intracelular, lo que lleva a un direccionamiento del exceso de C hacia la acumulacién
preferencial de polisacaridos extracelulares (PSE) (LOpez-Garcia et al., 2001; Quelas et
al., 2006), los cuales mejoran la adhesividad a las raices de soja (Lopez-Garcia et al.,
2001). Asi, nos resultd importante conocer en profundidad la regulaciéon del
metabolismo del N en este rizobio, con el fin Ultimo de aprovechar racionalmente el
efecto de aquella condicién en un establecimiento mas eficiente de la simbiosis.

Sobre la base de las consideraciones anteriores, en este Trabajo de Tesis nos centramos

en avanzar en la caracterizacion funcional de dos grupos de proteinas fundamentales de
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la cascada de respuesta que se activa frente al estrés por N (NSR): las proteinas de
sefializacion Pl (GInB y GInK) y las enzimas responsables de la asimilacion de NH4*, las
glutamino sintetasas (GS). Estas proteinas han sido descriptas en profundidad para
bacterias entéricas como E. coli o rizobios como E. meliloti, pero muy poco se conocia
acerca de su rol en nuestra bacteria de estudio, B. diazoefficiens USDA 110.

Nuestro primer desafio fue formular variantes del medio de cultivo, que nos permitieran
estudiar el comportamiento de nuestra cepa de interés en condiciones de exceso o
limitacion de N en las cuales el sistema NSR se encuentre apagado o prendido,
respectivamente. Asi, seleccionamos dos formulaciones para evaluar la escasez de N que
denominamos Evans Glutamato (utilizando como unica fuente de N glutamato de sodio)
y Evans NHz* (utilizando NH4Cl como unica fuente de N); y una variante con exceso de N
que llamamos Evans NG (NH4Cl y glutamato de sodio como fuentes de N).

La caracterizacién fenotipica de B. diazoefficiens USDA 110 en estos tres medios nos
permitid demostrar que esta bacteria cultivada en Evans Glutamato o Evans NHs*
presenta una disminucion de su velocidad de crecimiento y de la biomasa final alcanzada
(Figura 111.9 y Tabla 1l1.3), asi como también un aumento de transcriptos del gen ginll
(Figura lll. 11) y un aumento de actividad enzimatica GS total (Figura lll. 12). Estos datos
nos permitieron confirmar que, en esas condiciones de cultivo, B. diazoefficiens activa
su NSR para adaptarse a las condiciones adversas y subsistir en ellas.

Al iniciar con nuestros estudios de las proteinas GS sorprendentemente encontramos 4
copias del gen g/nA (que codifica GSI) en el genoma de B. diazoefficiens. La presencia de
multiples copias de un mismo gen es una particularidad muy comun de este rizobio. Un
ejemplo de este fendmeno fue descripto en nuestro grupo de trabajo por Quelas y
colaboradores (2013), quienes demostraron que B. diazoefficiens USDA 110 posee cinco
polihidrobutirato sintasas (PhaC), y sin embargo sélo dos de ellas se expresan y codifican
para una enzima funcional que sintetiza PHB. A pesar de ser un fendmeno recurrente,
hasta el momento aln permanece como una gran incdgnita por qué ocurren estas
multiplicaciones génicas en B. diazoefficiens.

En nuestro caso, mediante un analisis in silico pudimos demostrar que las copias GInAl
y GInA2 tienen mayor similitud de secuencia que el resto de las copias de GSI (Figuras
IV.2 y IV.3). Ademads, la distribuciéon de clusters obtenida al realizar el analisis

filogenético sugirié que la copia GInA2 pareciera ser parte, junto con GInAl, de las
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enzimas pertenecientes a la isoforma GSI, mientras que las copias GInA3 y GInA4 podrian
estar formando parte de una familia diferente de glutamino sintetasas (Figura IV.6). En
este sentido, dichas copias se agruparon en el mismo cluster que la isoforma GSlll de E.
meliloti (Figura IV.6). Por otra parte, las grandes diferencias encontradas entre la
secuencia de las copias GInA4 y GInAl nos conducen a pensar que probablemente la
copia GInA4 no se encuentra involucrada en la asimilacion de NH4* en B. diazoefficiens.
Sin embargo, es necesario ahondar en el estudio de esta copia para confirmar nuestra
hipdtesis.

Desde el punto de vista funcional, pudimos demostrar que las diferentes copias de GS
pueden reemplazarse entre ellas para cumplir su objetivo final de asimilar NHs* y
permitir el crecimiento bacteriano, aiin en condiciones de limitacion de dicho nutriente
(Figuras V.1y V.2). Llamativamente, a pesar de que la enzima GSII ha sido ampliamente
descripta como la responsable de la asimilaciéon de NH4* en condiciones de inanicién de
este nutriente (Carlson et al., 1987), la cepa mutante en dicha isoforma no presentd un
fenotipo diferencial con respecto a la cepa salvaje al evaluar su cinética de crecimiento
en medios limitados en N (Figuras V.2), indicando que alguna de las otras copias de la
isoforma GSI se encontraba remplazdndola. Estos datos son coincidentes con lo
observado en R. etliy E. meliloti, donde la delecién individual de alguno de los genes que
codifican para las distintas isoformas GS (g/nA, glnll o ginT) tampoco genera deficiencias
en el crecimiento bacteriano (Espin et al., 1994).

Desde el punto de vista estructural, se ha demostrado mediante estudios de microscopia
electrénica que la GS de E. coli es un agregado simétrico de 12 subunidades idénticas
dispuestas en dos capas hexagonales (Valentine et al., 1968). La isoforma GSI de B.
diazoefficiens, y en particular GInA1l tiene una alta homologia de secuencia y es muy
similar en cuanto a sus propiedades bioquimicas con la GS de E. coli (Carlson et al., 1985),
por lo que se podria asumir que también se encuentra formando agregados de 12
subunidades. Esta hipdtesis esta también apoyada por los resultados de los programas
de modelados tridimensionales que predicen para la GSI de B. diazoefficiens estructuras
de dodecameros. En base a estas caracteristicas de la isoforma GSI y teniendo en cuenta
la alta similitud entre las copias GInAl y GInA2 de B. diazoefficiens que hemos descripto
mediante los andlisis in silico (Capitulo 1V), los resultados obtenidos nos conducen a

hipotetizar que las copias GInAl y GInA2 podrian estar formando parte de
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heteromultimeros. En nuestros estudios hemos observado que la ausencia de la copia
GInA2 produce una disminucion de la actividad especifica de GInAl en aquellos medios
que contienen NH4* (Figuras V.3- Panel A, V.4 Y V.8). Esto nos lleva a proponer que, de
alguna manera aun no descripta, GInA2 podria estar cumpliendo un rol regulatorio
importante sobre la copia GInAl y esta regulacidn podria darse mediante su
participacidon en dichos multimeros. Ademads, nos resulté interesante que esta aparente
regulacién sdlo pudo observarse en presencia de NHas* pero no asi en presencia de
glutamato (Figuras V.3- Panel B), indicando que la copia GInA2 no seria relevante
cuando dicho compuesto es la Unica fuente nitrogenada disponible. En este sentido, ya
ha sido previamente reportado que la isoforma GSI es activada de manera diferencial
en base a la fuente nitrogenada en la que es cultivada la bacteria. En particular, en R.
leguminosarum se ha descripto que la actividad GSI es 2 veces mayor cuando dicha
bacteria se cultiva en NHs* que cuando se cultiva en glutamato (Rossi et al., 1989;
Chiurazzi et al., 1990). Lo inverso fue reportado para R. etli, donde se observd que la
activacion de GSIl es mayor en presencia de glutamato que en NHs* (Moreno et al., 1991).
En base a estos antecedentes, no seria ildgico pensar que la induccidn o la activacion de
la copia GInA2 en B. diazoefficiens también podria estar regulada por la fuente de N, en
particular, por la presencia y/o ausencia de NH4". Sin embargo, los resultados obtenidos
en este trabajo no son suficientes para dilucidar la funcién especifica que se encuentra
cumpliendo la copia GInA2, por lo que esta afirmacion deberia probarse mediante
alguna otra estrategia experimental.

Por otro lado, otro dato llamativo fue que, en condiciones de limitacion de N, la delecién
tanto individual como en conjunto de las copias GInAl y GInA2 mostraron una menor
actividad GS total en relacién a la cepa salvaje, sobre todo cuando las cepas eran
cultivadas en Evans NHs* (Figura V.5 — Panel A). Por el contrario, en presencia de
glutamato como Unica fuente nitrogenada, Unicamente la copia GInAl mostré una
disminucion de la actividad GS total (Figura V.5 — Panel B), indicando que las copias
GInA1l y GInA2 son importantes no sdlo en condiciones suficientes de N sino también en
condiciones limitantes de dicho nutriente. Nuevamente, la copia GInA2 pareciera ser
mas relevante en presencia de NH4*. Estos resultados nos resultaron sorprendentes
debido a que los reportes bibliograficos destacan la importancia de la isoforma GSll en

estas condiciones de limitacion de N; incluso en B. diazoefficiens la induccién de ginl/
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ocurre cuando las bacterias se cultivan en NH4* o glutamato limitante (Carlson et al.,
1987; Franck et al., 2015). Sin embargo, la caracterizacién fenotipica de la cepa Ag/nll en
medios limitados en N no arrojé ningun resultado diferencial con respecto al fenotipo
de la cepa salvaje (Figuras V.3 y V.5). Llamativamente, este fenotipo se revierte cuando
la bacteria se encuentra en una situacion muy extrema de limitaciéon de N, como es el
medio Evans Bajo N (C/N=3333). En este caso, la ausencia de g/nll provoca un aumento
exacerbado de la actividad de GInAl para lograr sobrevivir en esas condiciones muy
desfavorables para la bacteria (Figuras V.4). Por lo tanto, pareceria haber varios niveles
de regulacion de estas enzimas segun las disponibilidades metabdlicas. Sin embargo,
aun no hemos podido cuantificar los niveles de transcripto de g/lnA1 en Evans Bajo N en
este mutante para confirmar esta hipoétesis.

Conjuntamente con estos resultados, también pudimos demostrar que la ausencia de la
copia GInA1 podria ser suplida por la isoforma GSII, incluso en condiciones de exceso de
N donde g/nl/l no deberia expresarse. En base a esto, observamos que, con excepcion del
medio limitado Evans NH4* (Figuras V.6), en todos los medios evaluados la ausencia de
la copia g/nA1 conduce a un aumento en los niveles de transcriptos de g/nll (Figuras V.7
y V.9).

Finalmente, los datos obtenidos en este trabajo nos sugieren que la copia GInA3, al
menos en las condiciones ensayadas, no seria parte del metabolismo de N en B.
diazoefficiens. En este sentido, y considerando que en el arbol filogenético esta enzima
se agrupd en el cluster donde encontramos la isoforma GSlll de E. meliloti,
probablemente las caracteristicas de GInA3 difieran del resto de las copias de GSI. En
particular, se ha descripto que la isoforma GSlll en E. meliloti no tiene actividad
transferasa y su afinidad por el NH4* o el glutamato es muy baja (Espin et al., 1994). De
esta manera, se ha sugerido que la funcidn primaria de dicha isoforma no seria la de
asimilar NHs* sino alguna otra aun no dilucidada (Shatters et al., 1993). En B.
diazoefficiens la copia GInA3 también podria estar cumpliendo un rol secundario dentro
del metabolismo bacteriano, sin embargo, los ensayos llevados a cabo en este trabajo
de Tesis no son suficientes para dilucidarlo.

Tomados en conjunto, nuestros resultados nos indican que a pesar de la existencia de
multiples copias o isoformas de la enzima GS, la asimilacion de NH4* en B. diazoefficiens

pareceria ser llevada a cabo principalmente por las copias GInAl y GInA2 de la isoforma
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GSl y por la isoforma GSII. Mientras que en presencia de glutamato como unica fuente
nitrogenada sélo GInA1 y GSlI serian relevantes, probablemente debido a una activacién
diferencial de las copias de la isoforma GSI en respuesta a la disponibilidad de NH4*. Sin
embargo, y dada la gran complejidad de la red metabdlica de la cual son parte estas
enzimas, es necesario profundizar nuestros estudios para lograr una idea mas certera
sobre la funcién que cada una de estas copias posee en la asimilacién de NHs* en B.
diazoefficiens.

En la segunda parte de nuestro trabajo nos enfocamos en el estudio de las proteinas de
sefializacion PII, principales encargadas de detectar los niveles intracelulares de Cy Ny
de transmitir la sefial con el Ultimo fin de aumentar o disminuir la actividad GS, y por
ende la asimilacidon de NH4* segln las necesidades de la bacteria.

El andlisis del genoma de B. diazoefficiens nuevamente nos permitid encontrar una
duplicacién génica, en este caso para el par de genes ginK-amtB. Por el momento, esta
duplicacién no se ha descripto en ningun otro rizobio, en cambio si se ha detectado en
arqueasy en bacterias fijadoras de N, en vida libre (Zhang et al., 2001; Zhang et al., 2003;
Connelly et al., 2006; Pedro-Roig et al., 2011).

En B. diazoefficiens pudimos evidenciar que el par ginK1-amtB1 se encuentra formando
parte de un operén como en la mayoria de los microorganismos estudiados (Thomas et
al., 2000a), mientras que el par ginK2-amtB2 mostrd ser una excepcion expresandose
de manera independiente (Figura VI.6). Hasta el momento, esta expresion diferencial
sélo se habia descripto en archeas como Methanococcus jannaschii, la cual también
posee dos copias de este par génico ginK-amtB (Thomas et al., 2000a).

A diferencia de lo que ocurre en otras bacterias, nuestros resultados mostraron que, en
B. diazoefficiens en presencia de NH4* y en una condicién con cantidades suficientes de
N como es el medio de Evans, todos los genes de las copias de Pll (g/nB, gIinK1, gink2)
como de los transportadores de amonio (amtB1 y amtB2) se encuentran expresados
(Figura VL.5). En este sentido, se pudo detectar que los genes mencionados no poseen
una expresion diferencial segun la fuente de N o la disponibilidad de la misma (Ninfa y
Atkinson, 2000; Pedro-Roig et al., 2013; Gosztolai et al., 2017).

Mediante un analisis in silico de las secuencias de las proteinas PIl pudimos determinar
los altos niveles de homologia entre ellas (Figura VI.1). Sin embargo, el analisis de las

secuencias de las dos copias del transportador de amonio (Figura VI.3, V1.4, Anexo 1)
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nos llevd a pensar que la copia amtB2 podria estar mal asignada en la base de datos.
Otra hipodtesis que suponemos para este gen es que puede haber sufrido una insercién
en algun momento de la evoluciéon y podria no ser funcional, ya que en la mitad de su
secuencia contiene una citosina adicional que produce un corrimiento del marco de
lectura (Figura V1.4 y Anexo 1). El esclarecimiento de estas hipotesis sera abordado en
un futuro.

En este trabajo demostramos que, sorprendentemente, GInB es de gran importancia
para el crecimiento bacteriano bajo cantidades suficientes de N (Figura VI.13 y Tabla
VI.1). Probablemente el rol de esta proteina esté relacionado con la deteccién inicial de
las cantidades de glutamina y a-cetoglutarato intracelulares (indicadores de los niveles
de Cy N dentro de la célula) y la puesta en marcha del metabolismo de N. Asimismo,
nuestros resultados sugieren que la funcién que lleva a cabo GInB puede ser suplida por
alguna de las otras proteinas Pll que encontramos en B. diazoefficiens, ya que finalmente
esta bacteria demostré adaptarse a la ausencia de GInB en estos medios y alcanzar una
biomasa final equivalente a la de la cepa salvaje (FiguraVI.13 y Tabla VI.1). Esta hipodtesis
se correlaciona con el aumento de transcriptos de g/nK1 durante los primeros dias de
crecimiento de la cepa mutante Ag/nB, lo que estaria indicando que la ausencia de GInB
podria ser reemplazada por GInK1 (Tabla VI.3).

Como describimos en el Capitulo |, el blanco final de la cascada NSR y por ende de las
proteinas Pll son las enzimas GS. El andlisis de estas enzimas en las cepas mutantes en
Pll nos permitié asignarle un rol diferencial a GInB y GInK. En este caso pudimos observar
que GInK y GInB poseen un efecto contrario: las proteinas GInK (tanto GInK1 como
GInK2) parecerian tener un efecto atenuante sobre la actividad de la enzima GSI,
mientras que GInB no sélo no puede reemplazar esta funcién, sino que pareciera tener
un efecto positivo sobre la actividad especifica de esta enzima (FiguraVI.15). También
pudimos detectar una influencia de estas proteinas sobre la expresidn de g/inAl y ginll
(Tabla V1.4); sin embargo, los resultados obtenidos hasta el momento no son suficientes
para describir el mecanismo mediante el cual se lleva a cabo esta regulacion.

De manera concordante con las diferencias observadas al determinar la actividad
enzimatica GSI, pudimos detectar que en la cepa Ag/nB la incorporacién de NHs* se lleva
a cabo de manera mucho lenta que en la cepa parental, aunque con el pasar del tiempo,

AgInB es capaz de asimilar casi la misma cantidad de NHs* que la cepa salvaje (Tabla
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VL.5), indicando que la copia de PIl que estd reemplazando la falta de GInB es mucho
menos eficiente en la activacion de la asimilacion de dicho nutriente.

Estudios previos han demostrado que en E. coli la regulacion de |la
adenitransferasa/adenilremovasa GInE (encargada de activar o inactivar a GSI) mediada
por GInK es mucho menos efectiva que la regulacién mediada por GInB (liang et al.,
1997; Atkinson et al., 1999). Si en B. diazoefficiens también es asi, entonces, el retraso
en el crecimiento y en la asimilacion de NHs* que determinamos en la cepa mutante
AgInB podria ser también el resultado de la ineficiencia que posee GInK para activar y
poner en funcionamiento el metabolismo de N.

Otra posible explicacion de estos resultados se basa en la ampliamente conservada
interaccion de GInK con los transportadores de amonio AmtB. Suponiendo que en B.
diazoefficiens esta interaccidon también se lleve a cabo, el aumento de transcriptos de
gInK1 que observamos en la cepa Ag/nB (Tabla VI.3) podria conducir a un aumento en
los niveles de proteinas GInK1. Estas proteinas podrian unirse a los transportadores
AmtB lo que llevaria a la disminucion del ingreso de NH4* al interior celular, y como
consecuencia la asimilacidon del NHs* se reduciria (Tabla VI.5), provocando finalmente,
el retardo en la velocidad de crecimiento de Ag/nB (Figura V.1). Sin embargo, es
necesario profundizar nuestros estudios para confirmar estas hipdtesis. En este sentido,
hemos avanzado en la construccion de un vector que sobreexpresa el gen g/nkK1 en la
cepa salvaje, para tratar de determinar si el aumento en GInK1 conduce a una
disminucion del ingreso de NHa* a |la bacteria probablemente por un aumento en la
unién de esta proteina con los transportadores de NH4*. La obtencidn del vector se
realizd en el marco de un trabajo final de Licenciatura de la Srta. Valentina Cajiao
Checchin, bajo la direccion conjunta de Florencia Lamelza y Silvina Lépez-Garcia (Cajiao
Checchin V. C., 2018).

Por otra parte, la funcién que cumplen las proteinas GInK podria ser reemplazada
practicamente en su totalidad por GInB cuando las bacterias se cultivan en suficiencia
de NHs* 0 en glutamato, ya que la delecion conjunta de las dos copias de g/InK no mostrd
un fenotipo drastico (Figura VI.13 y VI.14), indicando que a pesar de que estas proteinas
son funcionales, no son esenciales para el crecimiento de la bacteria. Sin embargo, los
niveles de transcriptos de g/nB en dicho mutante no se vieron afectados (Tabla VI.3),

sugiriendo que esta regulacion se debe a un aumento en la activacion de la misma.
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Ademas, si en B. diazoefficiens ocurre lo mismo que en E. coli, los trimeros de GInB serian
mas eficientes que los de GInK, entonces probablemente ni siquiera sea necesario una
mayor activacién de estas Ultimas para suplir la ausencia de las GInKs. Sin embargo, no
sucede lo mismo cuando las bacterias se cultivan bajo escasez de NH4*. En este caso, la
ausencia de las 2 copias de GInK produjo una disminucién de la velocidad especifica de
crecimiento (Tabla VI.3) con respecto a la cepa parental, lo que indicaria que en esta
condicidn de cultivo la funcidn de GInB no seria suficiente para el crecimiento de la
bacteria. Resta aun evaluar los niveles de transcripto de g/nB en este mutante en
limitacion de NH4*.

Finalmente, y en relacién a la interaccidon simbidtica entre los rizobios y las plantas de
soja hemos podido determinar que GInB juega un rol relevante en la simbiosis. Estas
observaciones resultaron interesantes dada la relevancia agrondmica que posee el
cultivo de esta leguminosa. En particular, nuestros resultados nos permitieron describir
a GInB como una proteina que participa (directa o indirectamente) en el desarrollo de
nodulos funcionales, ya que al inocular plantas de soja con la cepa mutante Ag/nB los
nddulos obtenidos resultaron pequefios y blanquecinos (Figura VII.2). Asimismo, la
ultraestructura de los nédulos obtenidos de plantas inoculadas con la misma cepa
mutante demostrd que los mismos contenian tejidos necréticos, con grandes vacuolas
vegetales y escasos bacteroides (Figuras VII.3 y VII.4). Esto se correlaciona con el
fenotipo de la parte aérea de dichas plantas que presentaron un color amarillento y
menor tamafo, indicando en conjunto una menor fijacion de N> (Tabla VII.1). Sin
embargo, nuestros resultados parecen ser contradictorios con los obtenidos para E.
meliloti, ya que Yurgel y colaboradores (2010) demostraron que las proteinas Pll no
parecen tener un rol directo en la simbiosis con plantas de alfalfa.

Por su parte, GInK1 pareciera cumplir algun rol, aun no definido, en la interaccion
simbidtica principalmente debido a la menor ocupaciéon observada en los cortes de
nddulos de plantas inoculadas con la cepa Ag/nK1 (Figura VII.3 — Panel G). A pesar de
ello, la fijacién bioldgica de N; en las plantas inoculadas con dicha cepa no se vio alterada
(Tabla VII.1). En este sentido, se han reportado varios antecedentes que indican que las
Pll son las principales responsables de inducir la expresion de los genes nif para expresar
el complejo de la nitrogenasa y llevar a cabo la fijacién biolégica de N2 (Zhang et al.,

2000; Noindorf et al., 2011), por lo que en nuestro caso, quizas, la menor ocupacion de
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los nddulos podria estar siendo compensada con un aumento en la transcripcion de los
genes nif lo que trae aparejado un aumento en la actividad nitrogenasa. Sin embargo,
esta hipdtesis sera evaluada en un futuro en el laboratorio.

Una observacion interesante fue la deteccidon de grandes cantidades de acumulos de
almidon en las células vegetales infectadas por las cepas mutantes en las proteinas Pll
(Figura VII.3), éstos parecerian indicar un desbalance en el metabolismo del C del
bacteroide. En relacién a esto, los bacteroides utilizan los compuestos carbonados que
la planta le brinda en forma de acidos dicarboxilicos. Estos compuestos ingresan al
bacteroide a través de transportadores especificos denominados Dct, que se encuentran
codificados por los genes dctA y cuya expresion depende del factor 654 (Lodwig y Poole,
2003). Ademas, se ha visto en E. coli que la expresidon de estos transportadores se
encuentra regulada por el sistema de dos componentes NtrBC (Allaway et al., 1995), el
cual ademas se encuentra bajo la regulacion de las proteinas PII. Estos antecedentes nos
conducen a pensar que las Pll de B. diazoefficiens podrian encontrarse regulando la
expresion de estos transportadores y por lo tanto, el ingreso de los acidos dicarboxilicos
al interior del bacteroide. Por ello, la ausencia de alguna de estas proteinas podria
generar una disminucidon del ingreso de estos compuestos carbonados y como
consecuencia se produciria la acumulacion de los mismos como granulos de almidén en
el citoplasma de la célula vegeta infectada. Sin embargo, probablemente las PIl se
encuentren formando parte de la regulacién de mas de un gen y el fenotipo observado
sea la sumatoria del desbalance de dicha regulacion.

Por ultimo, a pesar que la bibliografia confirma que dentro del nédulo el bacteroide
mantiene la maquinaria necesaria para asimilar NHs* prdcticamente inactiva, los
resultados de este trabajo nos permitirian asegurar que las proteinas Pll de B.
diazoefficiens poseen funciones especificas en el bacteroide, lo que concuerda con
reportes previos en los cuales ya se ha detectado la presencia de las proteinas GInB y
GInK en bacteroides (Delmotte et al., 2010).

A modo de conclusion, todos estos resultados tomados en conjunto nos indican que
todas las copias de Pll (GInB, GInK1 y GInK2) se expresan y son funcionales. Ademas, el
rol que cumple cada una de ellas pareciera ser diferente, aunque algunas funciones
podrian superponerse como ocurre en otros microorganismos. Sin embargo, es

necesario el accionar de las 3 proteinas para una eficiente asimilacion de NHa* indicando
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que, a pesar de la aparente redundancia de tener varias proteinas de sefializaciéon, cada
una de ellas seria parte fundamental de una regulacién fina de la activacién de la NSR.
Por su parte, principalmente GInB, y en menor medida GInK1, también resultan de vital
importancia para el normal desarrollo de la interaccidon simbiédtica y en conjunto, las 3
Pll de B. diazoefficiens parecerian ser fundamentales en la regulacién del metabolismo
de N del bacteroide.

El fascinante mundo de la regulacién de la via metabdlica del N es un claro ejemplo de
como los microorganismos evolucionan y se adaptan a medios fluctuantes,
generalmente enfrentandose a condiciones adversas, con el fin Ultimo de subsistir y
permitir la supervivencia de la especie en la Tierra.

Finalmente, y a manera de conclusion final de este trabajo, presentamos un modelo
regulatorio de la cascada NSR de B. diazoefficiens basandonos en datos de la bibliografia

y en los resultados obtenidos durante esta Tesis.
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El esquema de esta Figura representa un resumen general de los resultados obtenidos en el presente
trabajo de Tesis Doctoral sobre la regulacién del metabolismo del NHs* en B. diazoefficiens. Dado
que la mayor parte de los ensayos fueron realizados en el medio de Evans, un medio balanceado en
N y C, el esquema representa una condicion de equilibrio del sistema NSR, es decir, una condicién
donde no se encuentra completamente activo (limitado en N) ni completamente inactivo (en exceso
de N).

El sensor principal de la cascada NSR, al igual que en otros microorganismos pareceria ser la proteina
GInD, la cual es responsable de uridilar/deutidilar a las proteinas PII: GInB, GInK1 y GInK2, y
responde alos niveles intracelulares de glutamina (heptadgono rosa). En este caso, por las condiciones
del medio anteriormente mencionadas probablemente encontremos PII uridiladas (circulos
naranjas), PII deuridiladas y PII unidas a mas o menos moléculas de a-cetoglutarato (circulos
amarillos). Estas proteinas, en primer lugar, estarian interactuando con la
adeniltransferasa/adenilremovasa GInE, de manera de inactivar/activar la isoforma GSI mediante
adenilacion reversible (puntos rojos). En este sentido, pareciera que GInK1 y GInK2 tienen un efecto
negativo sobre la activacién (deadenilacién) de GSI, mientras que GInB pareceria tener un efecto
positivo sobre la activacién de dicha enzima.

Ademas, es posible que GInB se encuentre interaccionando con el sistema de dos componentes NtrBC,
mediante su unién a NtrB. De esta manera, GInB deuridilada es capaz de interaccionar fisicamente
con NtrB secuestrandolo e inhibiendo su autofosforilaciéon y por ende, la posterior transferencia del
grupo fosfato al regulador de respuesta NtrC. En caso contrario, en condiciones de limitacién de
glutamnina, GInB uridilada libera a NtrB, el cual se autofosforila y fosforila a NtrC, el cual induce la
expresion del regulon Ntr en el que encontramos genes tales como gin/i, ginB, ginK1, amtB1, entre
otros (Franck et al, 2015). Independientemente de ello, mediante un mecanismo de accién aun no
dilucidado, todas las PII (GInB, GInK1 y GInK2) afectan de manera directa o indirecta la expresion de
los genes glnA1y ginll, que codifican las enzimas GSI y GSII, respectivamente. GSII a su vez, pareceria
estar regulada a nivel post-transcripcional por un homdlogo de la proteina de Gstl de R
leguminosarum.

Por otro lado, B. diazoefficiens posee 4 genes que codifican para la GSI: g/nA1, gIinAZ, ginA3y ginA4.
La actividad de GSI codificada por GlnA1 pareceria estar regulada por la presencia de subunidades
menos eficientes, probablemente codificadas por g/nAZ, que podrian estar formando parte de
multimeros heterogéneos (GInA1-GInA2). Por su parte, la funcién y la regulaciéon de GInA3 y GlnA4
aun sigue siendo una gran incégnita.

El NH4* proveniente del medio extracelular puede ingresar a la célula como NH3 difundiendo a través
de las membranas, o como NHa4* a través de transportadores especificos denominados AmtB. Las
proteinas PII parecerian estar involucradas en la expresion del transportador de amonio amtB1, pero
no asf la del amtBZ, el cual atn no dilucidamos si es funcional. La regulacién del ingreso de NH4*
también pareceria estar regulada por la interaccion de GInK1 con AmtB, sin embargo, también GInK2,
o incluso GInB, podrian estar cumpliendo algin rol en esta regulacion.

El glutamato por su parte, también ingresa al interior celular a través de transportadores especificos.

Una vez dentro, podria ser metabolizado por la enzima NAD-GDH de B. diazoefficiens, si ésta fuera
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funcional, para dar una molécula de a-cetoglutarato y una de NHs*, aportando una fuente de N pero
también compuestos carbonados. De alguna manera, atin no descifrada, la presencia de glutamato en
el interior celular (y la ausencia de NHat) regularia la enzima GlnA2, de tal manera que dicha copia
se vuelve irrelevante.

Finalmente, al igual que ocurre en £. colj, las proteinas PII podrian estar formando heterotrimeros
que cumplan funciones diferentes de los homotrimeros. En la Figura se grafica un tnico

heterotrimero de manera representativa de las diversas combinaciones que podrian ocurrir.

VIIIL.2 Perspectivas

A lo largo de este trabajo de Tesis hemos avanzado en gran medida en el estudio del
metabolismo de N de B. diazoefficiens tanto en vida libre como en simbiosis con las
plantas de soja. Los resultados obtenidos son el puntapié inicial para dilucidar la
regulacion fina de las rutas metabdlicas del Cy el N en dicha bacteria.

En particular, los estudios que realizamos podrian enriquecerse a partir de la obtencion
de mutantes multiples con el fin de evaluar el comportamiento individual de cada una
de las copias de las proteinas de interés. En este sentido, seria interesante obtener
mutantes dobles en glnBginK1 y gIinBglnk2, para estudiar en detalle el rol de cada una
de las Pll en vida libre y en simbiosis.

Dado que hasta el momento sélo hemos podido caracterizar las cepas mutantes simples
y la doble mutante g/nK1gink2 de las proteinas Pll en un medio balanceado en Ny C,
seria importante evaluar dichas cepas en medios limitados en N, utilizando tanto NH4*
como glutamato como unicas fuentes nitrogenadas. De igual manera, el andlisis en
medios con exceso de N también podria brindarnos informacion valiosa. Asimismo,
resultaria interesante evaluar el rol de dichas proteinas en bacteroides y su influencia
en la expresion de genes tales como los genes nif (que codifican para el complejo de la
nitrogenasa), el gen dct (que codifica para el transportador de acidos dicarboxilicos),
entre otros.

Los estudios de estas proteinas de senalizacion podrian ampliarse mediante estudios de
interaccidn entre proteinas. En particular, seria relevante evaluar la interaccion entre las
PIl con los transportadores de amonio AmtB, en primer lugar, para confirmar que esta

interaccidn tan conservada también se lleve a cabo en B. diazoefficiens, y en segundo

232



Capitulo VI Tesis Doctoral Florencia Lamelza

lugar para evaluar si Unicamente las GInK o también GInB puede interactuar con dichos
canales.

En estos estudios también seria importante analizar la interaccion de las proteinas PlI
con el resto de las proteinas involucradas en la NSR, como por ejemplo, el sistema de
dos componentes NtrBC o la enzima GInE encargada de la activacidén/inactivacion de
GSL.

En cuanto al analisis de las glutamino sintetasas, el mismo podria enriquecerse mediante
el estudio del comportamiento simbidtico de las cepas mutantes obtenidas en este
trabajo. A pesar de que se ha descripto que la actividad de estas enzimas se encuentra
disminuida en bacteroides (Patriarca et al., 2002), se ha visto que la delecion de g/nll o
de g/nA1 en B. diazoefficiens tiene efectos positivos sobre la fijacion de N3, en particular
la fijacidn de N3 se ve aumentada en estas cepas mutantes (Carlson et al., 1987). Por lo
que resultaria interesante evaluar el fenotipo de las mutantes en glnA2 y gInA3, que no
han sido descriptas hasta el momento en dicha interaccion.

Asimismo, dado que los métodos de deteccidn de actividad enzimatica utilizados en este
trabajo solamente nos han permitido evaluar actividad especifica de GInA1 o actividad
especifica total de GS, queda como perspectiva continuar con la puesta a punto de los
ensayos de Western Blot que nos permitan al menos evaluar la presencia o ausencia de
la proteina GSII.

Finalmente, aunque no menos importante, es fundamental obtener las cepas
complementadas de cada una de las mutantes obtenidas. La complementacién en B.
diazoefficiens es un trabajo arduo y que no siempre tienen resultados positivos, sin
embargo, es necesario obtener dichas cepas complementadas con el fin de confirmar
que los fenotipos efectivamente son causados por la delecién de nuestro gen de interés
y no por algun otro efecto secundario.

Como resultado de estas propuestas podriamos obtener una visién mds completa sobre
la regulacion del metabolismo del N en B. diazoefficiens y los mecanismos que dicha
bacteria ha adquirido a lo largo de la evolucidn para subsistir tanto en vida libre como

en simbiosis.

233



Anexos




Anexo 1 Tesis Doctoral Florencia Lamelza

Anexo 1.1 Alineamientos realizados a partir de la secuencia del gen que
codifica el transportador de amonio AmtB2 (ORFs blr0607+bir0608) de B.
diazoefficiens USDA 110 con las secuencias del ORF BJ6T_RS02820 de B.
japonicum USDA 6 y el ORF BBta_0294 de B. sp. BTAil

Al comparar la secuencia del gen amtB2 de B. diazoefficiens con las secuencias putativas
para los transportadores de amonio en otras bacterias encontramos que posee un 92 % de
identidad con la secuencia codificada en el ORF BJ6T_RS02820 de B. japonicum USDA 6 y
un 82 % de identidad con el ORF BBta_0294 de B. sp. BTAIl.

Alineamiento de la secuencia de amtB2 de B. diazoefficiens USDA 110 con la secuencia del
gen putativo para el transportador de amonio de B. japonicum USDA 6 (ORF

BJ6T_RS02820):

USDAG6 2795 ATGGCGGGATTGTTGCGCCGCGCAGCTGTTATGGCTGCGCCGCTGGGATTTGTGACGTTC 60
amtB2 ATGGCGGGATTGTTGCGCCGCGCGGCCGTTGTAGCTGCGCCGGCCGGACTTATGTCGATC 60
Kok kkkhkkxkkkkkhkhhkxxhkhkk Kk Fkk Kk Khkxxkkk kK Kok Kk Kk Kk kk KK
USDA6 2795 GTTGCGGCGCCCGCATCCGCCGCGGGCTCCGAGATCAACACCGCCGACACCGCCTGGATG 120
amtB2 GTTGCCGCGCCGGCGCAGGCCGCGGGTTCCGAGATCAACACCGCCGACACCGCCTGGATG 120
Kok kkk KKKk KKk Kok kok kKKK ok ok ok ok kK Kk ok ok ok ok ok ok K kK ko ok ok ok kK ok K Kk Kk
USDA6 2795 ATCGTCGCCACCGCGCTGGTGCTGATGATGACGATCCCCGGCTTGGCGCTGTTCTATTCC 180
amtB2 ATCGTCGCCACCGCGCTGGTGCTGATGATGACGATCCCCGGCCTCGCGCTGTTCTATTCC 180

khkhkkrkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrkhkhkhkkhhkdx * ,(rxkhkhkrkrhkhkrkhkxk*k

USDA6 2795 GGCATGGTGCGCAAGAAGAACGTGCTCGCCACCATGGCGCAGAGCCTCGCCGCGGTGACG 240
amtB2 GGCATGGTGCGCAAGAAGAACGTGCTCGCCACCATGGCGCAGAGCCTTGCCGCCGTGACG 240

khkhkkrkhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkhkx ,*rxkxkx *kkxk*k

USDA6 2795 ATGATCTCGATCCTCTGGGTGGCGTTCGGCTATTCGCTCTGCTTCGTCGGCGACGGGCCG 300
amtB2 ATGATCTCGATTCTCTGGGTCGCGTTCGGCTATTCGCTCTGCTTTGTCGGCGACGGCCCC 300

kxhkkhkrkhkhkrhkhkk dhhkhkrkhkhkrkh dhkhkhkkhhhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkhhkhkhkx *rxhkhkrkhkrxhkx **

USDA6 2795 TGGATCGGAACGCTCGATCGCTGGTTCCTCGCGGGCATGACGATGGACAGCGTCAACCCG 360
amtB2 TGGATCGGCACGCTCGACCGCTGGTTCCTGGCGGGCATGACGCTCGACAGCGTCAACCCG 360

khkhkkhkrhkkhkx hhkkhkhkhkhkhkh *hkhkrhkkhkhkkhhkhkhk hkhkrhkhkrkhhkrkhhkdx * (hhkhkrxkhkhkrkhkhkrxkhkkxxk

USDAG6 2795 GCGGCGAAGACGATCCCGGAAGCGCTGTTCATGCTGTACCAGATGACCTTTGCCATCATC 420
amtB2 GCCGCGAAGACCATCCCGGAATCGCTGTTCATGCTGTACCAGATGACGTTTGCGATCATC 420

hhk KAk Akhkhkhk KAhAkhkhkkdhhk AhhkkdhAhhAhAkrhAkhkhkhAhkhAkhkrhAhkhkkxhhk *hhkk Kk *rkxk%k

USDAG6 2795 ACGGTGGCGCTGGTCGCGGGCTCGGTCGCCGACAGGATGCGATTCTCCGCCTATCTGGTG 480
amtB2 ACGGTGGCGCTGGTCGCGGGCTCGGTCGCCGACCGCATGCGGTTCTCCGCTTATCTGCTG 480

KARKAA KA A KA RAA A AR A AR AR A A XA A I AR A A XA *k Ak hk *hkxkhkhkkhkhkk *hkhkkhkrk K%

USDA6 2795 TTCTCGGTCGCCTGGTTCATCTTCGTCTACATTCCGCTGGCGCATTGGGTGTGGGGCGGC 540
amtB2 TTCTCGGTCGCCTGGTTCATCTTCGTCTACATTCCGCTGGCGCATTGGGTGTGGGGCGGC 540
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USDA6 2795
amtB2

USDAG6 2795
amtB2

USDA6 2795
amtB2
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USDAG6 2795
amtB2

USDAG6 2795
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GGCTTCCTCGCCAGCATGGGCGTGCTGGATTTCGCCGGCGGCCTCGTCGTGCATCTGTCG 600
GGCTTCCTCGCCAGCATGGGCGTACTGGATTTCGCCGGCGGCCTCGTGGTGCATCTGTCG 600

kxkhkkhkrkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrkhk hhhhkkhkrhkhhhkhkrhkhhkhkrhkhkrhhkkx dkrxkhxkkhkrkhkkxk*k

GCCGGCACCGCCGG-CCTCGTCGCCGCCAAGGTGATGGGCCGCCGCCACGGCTACGGCAC 659
GCCGGCACCGCCGGCCCTCGTCGCCGCCAAGGTGATGGGGCGCCGCCACGGCTACGGCAC 660

khkhkkhkhkhkhkhhkhkhkkhhd *hkhkhhhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkkhkhhhkrkhkhkh *hkkrhkkhkhkhkhkrkrxhkkhkrkhkkxk*k

CGAAAATCTCTCGCCGTTCGATCTGTCGCTCGCGGTGATGGGCACCGGCCTGTTGTGGGT 719
CGAAAATCTCTCGCCGTTCGATCTGTCGCTCGCCGTGATGGGCACTGGCCTGTTGTGGGT 720

KAKAKAAAKAAKNAAAAAAAKNAXAAAAA AN A KA I A AKX, AhkXAAhAAhhd Kk dhkhkh Ak Ak hkhkrkhx k%

CGGCTGGTTCGGCTTCAACGGCGGCTCGGCGGGCGCGGCCAATTCGCGCGCGGTGCTGGC 779
CGGCTGGTTCGGCTTCAACGGCGGTTCGGCCGGCGCGGCCAATTCGCGCGCGGTGCTGGC 780

KAKAAAAKAA KA IAAA AL AN AXAAKRAA AKX AhhAKhhk *AA A A A A AA A A A A A A AR A A A A AR A A X kK

GATCATCGCGACGCATCTCGCGGCCTGCTCCGGCGCGCTGACCTGGGGCGCGATCGAATG 839
GATCATCGCGACCCATCTGGCGGCCTGCTCCGGCGCGCTGACCTGGGGCGCAATCGAATG 840

KAKAKAAAAKNAKRA KAAKAhKx AAAAIAKAAKAAIAA A A AN A A A A A A AN AR AR A A A, kA kA hA X kK

GTCGACCCGGCGCAAGCCGTCGGTGCTCGGCATGATCTCCGGCGCGGTCGCCGGGCTCGG 899
GTCAACGCGGCGCAAGCCTTCCGTGCTCGGCATGATCTCCGGCGCGGTCGCTGGCCTCGG 900

khkk Ak AhkAAkAAAAAAk A kkhk KAAKAAXAAIAAXAAA KA IAAAXAAA A A XAk Ak **x *k Xk **k%

CACGATCACGCCGGCCTCGGGCTTCGTTGCGCCATGGCATGGCATCGTCATCGGCATCGT 959
CACCATCACGCCGGCTTCGGGCTTCGTCGCGCCGTGGCATGGCATCGTCATCGGCATCAT 960

Ahkk KAAkKAAKAAIAAAA KA XAAkAAAhA K, *hkh*dk *AAdAhAArAAdhkkhrhkkhkhAkhkrhkk khkhkhkhrkx*x *

CGCCGGCGCGGTCTGCTACTGGGCCTGCACCTGGCTGAAGCACCGCTTCAACTATGACGALOL9
CGCCGGGGCGGTTTGCTACTGGGCCTGCACCTGGCTGAAGCACCGCTTCGACTATGACGA 1020

KARkAkA K, KAhAhhk AEAAKRAIAKAAAAAKRA KA IR A A A AR A A A A A A AR A XA AR A, A Ak kA hA Xk *k

TTCCCTCGACGTGTTCGGCGTCCACGGCATCGGCGGCCTGACCGGCACGCTGCTGGCCGG 1079
TTCGCTCGACGTGTTCGGCGTCCACGGCATCGGCGGTCTGACCGGCACCCTGCTCGCCGG 1080

KAk KAAKAKRKAIAAAAAAKNAXAAAAA A KA A XA I A A XA AN, KA XA hk Ak hhkkdkx *kk k*k X,k **k%

CGTGTTCGCGACCAGCGCGATCGGCGGCACCGCCGGCCTGATCGAGGGGCATCCGCAGCA 1139
GGTGTTCGCAACCAGCGCCATCGGCGGCACCGCCGGCCTGCTCGAAGGTCATCCGCGGCA 1140

hhkrkhkhkhkkhk hhkhkkhkrhhkdx dhhkhkhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhhhkhkx k(rxkhkk **x *hxrkxkk **xx

ATTGCTGATCCAGCTCTACGGCGTCGCCGTCACCTTCGTCTGGGCAGCCGGCGTGAGTTT 1199
GCTTCTGATCCAGCTTTATGGGGTCGCCGTCACCTTCGTTTGGGCGGCAGGCGTGAGCTT 1200

* hkkkkkhkrhkhkhkkhk kk hk krhkkrkhkkhkrhkhkhkhkhkhkkhkrk *rhkkhkrk kk kkhkkkkhkrkk k%

CGTCCTGCTCAAGCTGGTCGCGCTGTTCGTGCCCTTGCGTGTATCCCGTGAGCACGAGCT 1259
CATCCTGCTCAAGCTGGTCGGCCTGTTCGTGCCCTTGCGCGTATCCCGTGAGCACGAGCT 1260

* kkkkkrkkkk kA kkxkkkk kxhkkhkrkhkhkrhkhkhkhhkhkkhkhh *hkhkrkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkxkhkxk*x

CGAGGGGCTCGATATCTCGCAGCACGGCGAAGCGCTTCAGTAA 1302
CGAGGGACTGGATATTTCGCAGCACGGTGAGGCCCTGCAGTAA 1303

kxhkkhkrkk khk kkhkhkkk khkhkrkkhkkhkrkkkhkkhkkhkk kx kk kk KkkkkkKk
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Alineamiento de la secuencia de amtB2 de B. diazoefficiens USDA 110 con la secuencia

codificada en el ORF BBta_0294 de B. sp. BTAil correspondiente a uno de los

transportadores de amonio de dicha cepa:

BTAi 0294
amtB2

BTAi 0294
amtB2

BTAi 0294
amtB2

BTAiL 0294
amtB2

BTAi 0294
amtB2

BTAi 0294
amtB2

BTAi 0294
amtB2

BTAi 0294
amtB2

BTAi 0294
amtB2

BTAi 0294
amtB2

BTA1 0294
amtB2

BTA1 0294
amtB2

BTAL 0294
amtB2

BTAL 0294
amtB2

BTAL 0294
amtB2

ATGGGGACCTATGCGTCTCGTTGCCTTCGCGCGTCTGCAGCTTCGGCTGCAGCAGGCGCG
ATGGCG—————— GGATTGTTGCGCCGCGCGGCCGTTGTAGCTGCGCCGGCCGGACTTATG

* Kk xk Kk * * * K x * * *x kxkk kk Kk kk Kk *x *

GCCATCTTCACCACGCCTGCCTTGGCGGCTGCACCATCGACGATCGAACCGGCCGACACC

TCGATCGTT---GCCGCGCCGGCGCAGGCCGCGGGTTCCGAGATCAACACCGCCGACACC
* ok kok K * ok x Kk kkx kK * * kokkk ok ok kokkkokokk ko

GCCTGGATGATCGTGGCCACGGCCCTCGTGCTGATGATGACCATCCCGGGGCTGGCGCTG
GCCTGGATGATCGTCGCCACCGCGCTGGTGCTGATGATGACGATCCCCGGCCTCGCGCTG

khkrkhkhkhkhkhkhkkhkhhkkhkdx Khrkhkkhkk kk Kk *hkkhkrhkkhkhkkhhkrkhkhkhk *khkrxkk *k Kkx K(Akkkxk

TTCTACTCGGGCATGGTGCGCAAGAAGAACGTGCTGGCGACGATGGCGCAGAGCCTCGCC
TTCTATTCCGGCATGGTGCGCAAGAAGAACGTGCTCGCCACCATGGCGCAGAGCCTTGCC

KAk KkKk KAk KAAAIAKAAAKAIAAAXAKRANAIAA XA AN K K*, *k **% K,k khAkkhkk*khkk khkhkkhkhkk *x*x **k%

GCGGTCATGCTGATCTCGATCCTGTGGGTTGCGTTCGGCTATTCGCTGGCCTTCGTCGGC
GCCGTGACGATGATCTCGATTCTCTGGGTCGCGTTCGGCTATTCGCTCTGCTTTGTCGGC

Kk Kk kK kK kAkkkAkhkAkKhkhkkhk Ak Ahkhkkk Ak AkAkAAkAkAAAA Ak AKX Ak KK k Kk Kk KKk kKkkk

GACGGCGCCTGGATCGGCACGCTCGACCGCGCCTTCCTCGCCGGCATGGGCATGGAGAGC
GACGGCCCCTGGATCGGCACGCTCGACCGCTGGTTCCTGGCGGGCATGACGCTCGACAGC

KAk AkKhKk KARAAAIAKAAAAXAAA A A XA A A XA AR KK kkkkk kk KAhkkkkKk * kk kk %k

GTGCATCCCGGAGCCAAGACGATTCCGGAAGCGCTGTTCATGCTGTACCAGATGACCTTC
GTCAACCCGGCCGCGAAGACCATCCCGGAATCGCTGTTCATGCTGTACCAGATGACGTTT

* K *x kK K% Kk Kk kkhkk hkk hAhkAkhkAKhk AAkAAAkAAAAAAAKAA A AKX A A XA XKk K* K%

GCGATCATCACGGTGGCGCTGGTGGCCGGCTCGGTGGCCGATCGCATGCGCTTCTCGGCC
GCGATCATCACGGTGGCGCTGGTCGCGGGCTCGGTCGCCGACCGCATGCGGTTCTCCGCT

KAXKAAKRAIAAAAA AKX AAR AR XK, KKk K**kkhhkkhkhkkx )k Ak, ),k k*xkk*kk* *x **xk k*x*x **%

TATCTTGTGTTCGGCGTCGCCTGGTTCGTCTTCGTCTATGTGCCGCTGGCGCATTGGATC
TATCTGCTGTTCTCGGTCGCCTGGTTCATCTTCGTCTACATTCCGCTGGCGCATTGGGTG

* Kk Kk kK * Kk Kk kK AkhkkhkhkkhkhkkAhkhkkhkhkk XAk kk Ak kkhkx*k k kAkAhkkAkkAkAkrkAkAkhk KKk Kk K

TGGGGCGGCGGTTTCCTCGCCCAGGCCGGCGTGGTCGATTTCGCCGGCGGCCTCGTGGTA
TGGGGCGGCGGCTTCCTCGCCAGCATGGGCGTACTGGATTTCGCCGGCGGCCTCGTGGTG

KAk kkhkkkhkhkkkhkk *kAkAkkkkkkk * Kk Kk kK K kA Ak AAAA A A A KA AR A A A A AKX XK

CATCTGTCCGCCGGCACCGGCGGC-CTGGTCGCGGCCGTGGTCATGGGACGCCGCCACGG
CATCTGTCGGCCGGCACCGCCGGCCCTCGTCGCCGCCAAGGTGATGGGGCGCCGCCACGG

khkrhkhkhkkhkk khkkkhkrhkkhkrkhkk Khhkrxk kk kkhkrxkk Kkkx *xkk Kk khkrk kkkkkkkkhkkkk

CTATGGCAGCGAGAACCTGTCGCCGTTCGACCTGTCGCTCGCGGTCGTCGGCACCGGCCT
CTACGGCACCGAAAATCTCTCGCCGTTCGATCTGTCGCTCGCCGTGATGGGCACTGGCCT

Kkhkk hkhkkk khkk kk Ak AkhkkhkAhkAAkKhkA kAkkAkAkhkAkhkhkkA Kk kK Kk kkkkk kA kk Kk

GCTCTGGGTCGGCTGGTTCGGCTTCAATGGCGGATCGGCGCTCGGCGCCAACGCGCATGC
GTTGTGGGTCGGCTGGTTCGGCTTCAACGGCGGTTCGGCCGGCGCGGCCAATTCGCGCGC

Kk Ak A KA KA AR A A KA AR A AR A A I AR K *hkkhhk KAk k*k * K Kk ok ok K * K Kk * K

CGTGATGGCGATCCTGACCACGCATCTTGCCGCCTGCGCCGGCGCCGTCACCTGGGGLGC
GGTGCTGGCGATCATCGCGACCCATCTGGCGGCCTGCTCCGGCGCGCTGACCTGGGGLGC

khkk Ak kkhkhkkKhkk Kk Kk kk kkkhkk Ak Akhkkkhkhk KAk AkKk kK Kk kk Ak KKk hkAk Kk kK

GCTGGAATGGTCGACCCGCCGCAAGCCGTCGGTGCTCGGCATGATCTCCGGAGCGGTCGC
AATCGAATGGTCAACGCGGCGCAAGCCTTCCGTGCTCGGCATGATCTCCGGCGCGGTCGL

Kk kkkkkhkkk khk kk kkkkkhkkhkkk hkk krxkkkhkhkhkkhkhkkhkrhkhkrhkkhkrkkhk kkkkkxkhkk
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180
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899
891

236



Anexo 1 Tesis Doctoral Florencia Lamelza

BTAi 0294 CGGCCTCGGCACCATCACCCCGGCATCGGGCTTCGTCGCCCCTTGGCACGGCCTGGTCAT 959

amtB2 TGGCCTCGGCACCATCACGCCGGCTTCGGGCTTCGTCGCGCCGTGGCATGGCATCGTCAT 951
Kok kk kA XA Ak hhkhkhhkx Ahkhkk *AXAA Ak Kk kAL kk *hkrArx khkk * *AxAA kK

BTAi 0294 CGGCGCGCTGGCCGGCATCATCTGCTACTGGGCCTGCACCTCGCTGAAGCACCGCTTCAA 1019

amtB2 CGGCATCATCGCCGGGGCGGTTTGCTACTGGGCCTGCACCTGGCTGAAGCACCGCTTCGA 1011
* ok Kk Kk K, ok k AKX P 2 R R T S

BTAi 0294 TTATGACGATTCGCTCGACGTGTTCGGCGTCCACGGCATCGGCGGCCTCACCGGCACGGT 1079

amtB2 CTATGACGATTCGCTCGACGTGTTCGGCGTCCACGGCATCGGCGGTCTGACCGGCACCCT 1071
Kok ok ok kA XAk ok ok k kXA Ak ok ok k kA XA Ak ok kh kXA Ak kkkkk k& kkkkhkxxx &

BTAi 0294 GCTGGCCGGCGTGTTCGCCACGGCAGCGATCGGCGGCACCGCCGGGCTGATCGAGGGCAA 1139

amtB2 GCTCGCCGGGGTGTTCGCAACCAGCGCCATCGGCGGCACCGCCGGCCTGCTCGAAGGTCA 1131
hok ok KxKAAK kkkkKXAK koK Kk kk kXA ARk kk kKA XAk Kk Khk* xkkk Kk *x

BTAi 0294 CCCGAAGCAACTCGCGGCGCAGCTCTACGGCGTCGCCGTCACCCTGGTCTGGTCGGGCGG 1199

amtB2 TCCGCGGCAGCTTCTGATCCAGCTTTATGGGGTCGCCGTCACCTTCGTTTGGGCGGCAGG 1191
kkk  kxx kK * Kok kkk Kk kk kkkkxrAkkkkkKk x Ak kkk kxx kK

BTAi 0294 CGTCACCTGGGGTCTCCTGAAGCTGGTCAGCGTCTTCGTGCCGTTGCGGGTGTCCCGCGA 1259

amtB2 CGTGAGCTTCATCCTGCTCAAGCTGGTCGGCCTGTTCGTGCCCTTGCGCGTATCCCGTGA 1251
Kok Kk kKK Kk kk kxAkkkokkk xk Kk kkkkrkrAL kkkkk Kk kkkkKk x*k

BTAi 0294 GCAGGAACTCGAGGGTCTCGACATCTCCCAGCACGGCGAAGCGCTGCAATAA 1311

amtB2 GCACGAGCTCGAGGGACTGGATATTTCGCAGCACGGTGAGGCCCTGCAGTAA 1303

kkhkk hkk khkkhkkAkkhkkk Ak Ak kk kk kkhkkhkkkhkkkk kk kk Kkhkkkk Kkk*k

La citosina resaltada en amarrillo en los dos alineamientos es la citosina adicional que posee
el gen amtB2 de B. diazoefficiens USDA 110 en la posicién 652.826 de su genoma que no
se encuentra en los otros genomas analizados.

Anexo 1.2 Secuencias proteicas de los transportadores de amonio AmtB1
(codificado en el ORF bir0613) y AmtB2 (codificado por los ORF blr0607 y
bir0608)

AmtB1 (blr0613) - 510 aa

MRFVSAPARPMPRPFDFALNLIQSGVNNMTFKRPYGAGLAALAVGLFAATAAYAEPTVNKGDNAW
MLTSTVLVLLMTIPGLALFYGGLVRSKNMLSVLMQVFYTVCVVTVIWAVYGYSLAFTGGSDFIGGFSK
AFMMGVTTDSKAATFSVDANISELIYMCFQMTFAAITPALIVGAFAERMKFSAIALFIPLWVTLIYFPIA
HMVWYWPGPDAIQDAAKALAAATDAAAKTAAQAKLDEINADAGWIFKKGAIDFAGGTVVHINAGI
AGLVGALLIGKRTGYGKELMAPHSLTMSMIGASLLWVGWFGFNAGSNLEANGGAALAMTNSFVAT
AAAALSWMFAEWIVKGHPSVLGVISGAVAGLVAVTPAAGFSGVMGAIVLGLVVGVVCLFFCTVVKN
AIGYDDSLDVFGVHCIGGIVGALGTGILVNPALGGAGIIDYTAIPPKVADYDFAAQMVSQFWGVCTTL
VWSGIGSAILYKVVDVIVGLRANVESEREGLDITEHTERAYNM
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BIr0607 — 338 aa

MAGLLRRAAVVAAPAGLMSIVAAPAQAAGSEINTADTAWMIVATALVLMMTIPGLALFYSGMVRK
KNVLATMAQSLAAVTMISILWVAFGYSLCFVGDGPWIGTLDRWFLAGMTLDSVNPAAKTIPESLFML
YQMTFAITVALVAGSVADRMRFSAYLLFSVAWFIFVYIPLAHWVWGGGFLASMGVLDFAGGLVVHL
SAGTAGPRRRQGDGAPPRLRHRKSLAVRSVARRDGHWPVVGRLVRLOQRRFGRRGQFARGAGDHR
DPSGGLLRRADLGRNRMVNAAQAFRARHDLRRGRWPRHHHAGFGLRRAVAWHRHRHHRRGGLL
LGLHLAEAPLRL

BIr0608 — 223 aa

MMGRRHGYGTENLSPFDLSLAVMGTGLLWVGWFGFNGGSAGAANSRAVLAIIATHLAACSGALTW
GAIEWSTRRKPSVLGMISGAVAGLGTITPASGFVAPWHGIVIGIIAGAVCYWACTWLKHRFDYDDSL
DVFGVHGIGGLTGTLLAGVFATSAIGGTAGLLEGHPRQLLIQLYGVAVTFVWAAGVSFILLKLVGLFVP
LRVSREHELEGLDISQHGEALQ

AmtB2 (desde el inicio del ORF blr0607 al final del blr0608) — 434 aa

MAGLLRRAAVVAAPAGLMSIVAAPAQAAGSEINTADTAWMIVATALVLMMTIPGLALFYSGMVRK
KNVLATMAQSLAAVTMISILWVAFGYSLCFVGDGPWIGTLDRWFLAGMTLDSVNPAAKTIPESLFML
YQMTFAIITVALVAGSVADRMRFSAYLLFSVAWFIFVYIPLAHWVWGGGFLASMGVLDFAGGLVVHL
SAGTAGPRRRQGDGAPPRLRHRKSLAVRSVARRDGHWPVVGRLVRLQRRFGRRGQFARGAGDHR
DPSGGLLRRADLGRNRMVNAAQAFRARHDLRRGRWPRHHHAGFGLRRAVAWHRHRHHRRGGLL
LGLHLAEAPLRL.RFARRVRRPRHRRSDRHPARRGVRNQRHRRHRRPARRSSAAASDPALWGRRHLR
LGGRRELHPAQAGRPVRALARIP.ARARGTGYFAAR.GPAV

Anexo 1.3 Alineamientos realizados a partir de las secuencias proteicas del
AmtB1 y AmtB2 de B. diazoefficiens USDA 110

Las secuencias proteicas de AmtB1 y AmtB2 solamente poseen un 39% de identidad.

AmtB1 MRFVSAPARPMPRPFDFALNLIQSGVNNMTFKRPYGAGLAALAVGLFAATAAYAEPTVNK 60
AmtB2 2 e MAGL----LRRAAVVAAPAGLMSIVAAPAQAAGSEINT 34
g HE A R e

AmtB1 GDNAWMLTSTVLVLLMTIPGLALFYGGLVRSKNMLSVLMQVEFYTVCVVTVIWAVYGYSLA 120

AmtB2 ADTAWMIVATALVLMMTIPGLALFYSGMVRKKNVLATMAQSLAAVTMISILWVAFGYSLC 94
‘*‘***:.:*‘***:**********.*:**‘**:*:‘: * . :* :::::*‘.:****.

AmtB1 FTGGSDFIGGFSKAFMMGVTTDSKAATFSVDANISELIYMCFOMTFAAITPALIVGAFAEL180

AmtB2 FVGDGPWIGTLDRWFLAGMTLDSVNP---AAKTIPESLFMLYQOMTFAIITVALVAGSVAD 151

* % .-k x . . * . * ok k% * ok .ok e kkkkhk kk kK. * . * .
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AmtB1
AmtB2
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RMKFSATALFIPLWVTLIYFPIAHMVWYWPGPDATQDAAKALAAATDAAAKTAAQAKLDE
RMRFSAYLLFSVAWFIFVY I PLAHWVHG—=G--—=——=—=——=———————— -

Kk ke kk Kk * K * e ek ek e kk k%K *

INADAGWIFKKGAIDFAGGTVVHINAGIAGLVGALLIGKRTGYGKELMAPHSLTM-———--

————— GFLASMGVLDFAGGLVVHLSAGTAGPRRRQGDGAPP----RLRHRKSLAVRSVAR
*:: . *':***** ***:'** * K * -* :**::
————— SMIGASLL------WVGWFGFNAGSNLEANGGAALAMT---NSFVATAA---AAL
RDGHWPVVGRLVRLOQRRFGRRGQFARGAGDHRDPSGGLLRRADLGRNRMVNAAQAFRARH

.ok . * ok kK e . * % * ek ek *

SWMFAEWIVKGHPSVLGVISGAVAGLVAVTPAAGFSGVMGAIVLGLVVGVVCLFFCT---

DLRRGRWPRHHHAG-FGLRRA-===--- VAWHRHRHHRRGGLLLGLHLAEAPLRL-RFAR
A T *: FopokrE o0 %
VVKNAI-GYDD-SLDVFGVH--—-————---————————————— CIGGIVGALGTGILVNPA
RVRRPRHRRSDRHPARRGVRNQRHRRHRRPARRSSAAASDPALWGRRHLRLGGRRELHPA

* . * * Kk o * * % . e kK

LGGAGIIDYTAIPPKVADYDFAAQMVSQFWGVCTTLVWSGIGSAILYKVVDVIVGLRANV

QAGRPVRALARIP-ARARG-—-—-—— TGYFA--—-—-- AR-GPAV-——————————————
O H * I R

ESEREGLDITEHTERAYNM 510

——————————————————— 431

240
180

295
231

338
291

395
342

431
402

491
431
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Anexo 2 Construccion del mutante en el gen ginD

Como mencionamos en el Capitulo |, la proteina GInD es el sensor mas importante del
estado de N intracelular y el responsable de activar o inhibir la respuesta al estrés por N
(NSR) mediante la uridilacion/deuridilacidn de las proteinas Pll. En base a la importancia
de esta proteina y a la falta de conocimiento sobre la misma en B. diazoefficiens nos
propusimos construir un mutante delecional en el gen que la codifica: ginD (ORF
bl10916).

Estudios previos a este trabajo de Tesis mostraron que, en E. meliloti 1021, la mutacién
del gen gInD resultaba letal, indicando que en esta bacteria g/InD es un gen esencial
(Rudnick et al., 2001; Yurgel et al., 2008). Unicamente a partir de la delecidn parcial de
dicho gen fue posible su caracterizacién en E. meliloti 1021 (Yurgel et al., 2008; Yurgel
et al., 2010; Yurgel et al., 2011).

En la Figura A.1 se puede observar un esquema del entorno génico del gen g/nD de B.
diazoefficiens USDA 110 (Panel A) y los dominios que posee la proteina (predichos a
través del servidor on line Pfam) (Panel B). En el panel B se detallan los cuatro dominios
predichos para GInD: un dominio N-terminal que nucleotidiltransferasa (Nt), un dominio
caracteristico de las proteinas GInD (UTasa/UR), un dominio central de HD, llamado asi
por la presencia de residuos conservados de histidina y aspartato, y un dominio ACT de
unién a ligandos en el extremo C-terminal. A partir de estudios mutacionales (Ninfa et
al., 2000; Zhang et al., 2005; Tgndervik et al., 2006) y andlisis de dominio (Holm et al.,
1995; Aravind et al., 1999) se ha reportado que el sitio activo de uridiltransferasa se
encuentra en el extremo N-terminal de la proteina mientras que la funcidon
uridilremovedora pareciera estar vinculada al dominio HD (Zhang et al., 2010). Por su
parte el dominio ACT, que generalmente se une a pequeiios efectores o aminoacidos,
cumpliria un rol regulatorio de la actividad GInD, a través de su unidn a glutamina (Zhang

etal., 2010).
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Figura A.1 Esquema representativo de la regién génica de g/nD (flecha naranja) (A) y prediccién
de dominios de la proteina GInD (B). Las flechas en gris esquematizan genes que no estan
involucrados en el metabolismo del N. La prediccion de dominios de GInD mediante el programa
on line Pfam (https://pfam.xfam.org/search/sequence). En el panel B se puede observar la
presencia de 4 dominios: el dominio nucleotidiltransferasa (Nt), el dominio caracteristico de las
proteinas GInD uridiltransferasa/uridilremovasa (UTasa/UR), el dominio HD y un dominio ACT.
Ademas, en la imagen se indica la regién que se desea delecionar y la cantidad de aminoacidos
(aa) aue contiene esa region.

Considerando que los datos reportados indican que la delecién total de g/nD puede ser
letal para la bacteria, y que el extremo N-terminal de la proteina esta vinculado a su
funcién uridiltransferasa, decidimos disefiar una estrategia para la delecién parcial de
dicho gen, en particular de la regién que codifica para el extremo N-terminal de la
proteina donde se encuentran los dominios Nt y UTasa/UR (Figura A.1 - Panel B).

Para generar la construccion que nos permitira obtener el mutante en ginD, se eligié la
estrategia de doble recombinacion homaéloga descripta por Sukdeo y Charles (2003) que
se detalld en el Capitulo 11.3.12. Brevemente, se amplificaron por PCR, utilizando la
enzima Pfu ADN polimerasa, fragmentos internos del g/nD y flanqueantes a los dominios
nucleotidiltransferasa y utidiltransferasa/uridilremovasa. Utilizando los cebadores gIinD
5°Fw/ gInD 5'Rv amplificamos un fragmento de 427 pb rio arriba (PCR1) y utilizamos el
par de cebadores gInD 3'Fw/ gInD 3'Rv para amplificar 502 pb rio debajo de dichos
dominios (PCR2) (Figura A.2, gel a). Las secuencias de los cebadores utilizados se
detallan en la Tabla I1.3.1. Los fragmentos amplificados en las PCR1 y PCR2 se utilizaron

como ADN molde para llevar a cabo la PCR3 (Figura A.2, gel b) utilizando la combinacién
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de cebadores gInD 5'Fw/ gInD 3'Rv. El producto final obtenido (908 pb) contiene la
region interna del g/nD rio arriba de los dominios a delecionar unido por la secuencia
sintética a la region rio debajo de los mismos

El fragmento de PCR3 se insertd en el vector pK18mobSacB (Schafer et al., 1994), ambos
previamente digeridos con las enzimas de restriccion Hindlll-Pstl. Una vez obtenida la
construccion, la misma se chequed primero por PCR utilizando la combinacién de
cebadores M13 (-40) Fw (que hibridan especificamente sobre el plasmido) y ginD 3'Fw
obteniendo un fragmento de 542pb (Figura A.2, gel c). De aquellos clones que resultaron
poseer el plasmido con el fragmento de la PCR 3, se selecciond el clon 2 y se digirié con
la enzima BamHI| para corroborar la presencia del fragmento de interés donde
efectivamente se observd la liberacion de un fragmento de 436 pb (Figura A.2, gel d).
Esta construccidn se chequed por secuenciacion y se denomind pFL0916.

Con la construccion obtenida se transformd una cepa de E. coli S17-1 y luego se movilizd
a B. diazoefficiens USDA 110 mediante una conjugacion biparental. Como mencionamos
en el Capitulo 11.3.12, la seleccién de transconjugantes se llevd a cabo en medio YEM
suplementado con Km vy la seleccion de dobles recombinantes se realizé en medio YEM
suplementado con sacarosa 10 %.

Pese a los multiples intentos realizados, no fue posible encontrar un clon Kms-Cm" donde
se haya delecionado el gen de interés. Por el contrario, todos los clones chequeados por
PCR utilizando los cebadores gInD 5°Fw/ gInD 3’Rv (utilizados para amplificar la PCR3)
dieron como resultado la presencia de la copia salvaje del gen. Esto indicaria que tanto
la primera como la segunda recombinacidn homodloga ocurrieron en el mismo sitio
dando como resultado la eliminacién del pldsmido pFL0916 y la reversiéon de los
transconjugantes simples a la cepa salvaje. Incluso en varias ocasiones, a pesar de
intentar forzar la segunda recombinacion homdloga sembrando los transconjugantes
simples en medio YEM con 10 % de sacarosa, se comprobd que se obtuvieron clones que
aun mantenian el pldsmido insertado en el genoma ya que se obtenian por PCR con los
cebadores gInD 5°Fw/ gInD 3'Rv dos fragmentos: uno de 896pb que pertenece a la
amplificacién de la copia mutante del gen y otro de 1829pb que corresponde a la copia
salvaje. Esto probablemente pudo ocurrir porque en ocasiones la sacarosa fue

esterilizada por vapor de agua en autoclave a sobrepresién. Las elevadas temperaturas
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pudieron caramelizar la sacarosa y como consecuencia la concentracion adicionada al
medio de cultivo podria no haber sido la adecuada.

Dada las multiples complicaciones encontradas al intentar delecionar el gen ginD y
considerando la bibliografia mencionada al inicio de este anexo, podriamos suponer
que, en B. diazoefficiens, ginD es también un gen importante y su delecidn podria ser

letal.
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Figura A.2 Esquema de la estrategia de clonado utilizada para la construccién del vector pFL0916,
que sera utilizada para la delecién del gen g/nD (bll0916) en B. diazoefficiens USDA 110, y
chequeo de la construccién obtenida. A los lados de los geles se indican los pesos moleculares de
los fragmentos de interés (naranja) y del marcador de peso molecular (celeste).
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