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RESUMEN

Durante la simbiosis rizobio-leguminosa, la bacteria diferenciada como
bacteroide consume los nutrientes proporcionados por el hospedero y reduce el N
atmosférico a amonio, el cual es exportado a la planta. Los acidos C,-dicarboxilicos
(ADCs) (malato, succinato y fumarato) son esenciales para el bacteroide como fuente de
carbono y poder reductor. Estos acidos ingresan a un ciclo de Krebs modificado,
expresando vias by-pass en pasos sensibles al ambiente microaerofilico del nédulo,
como la 2-oxoglutarato deshidrogenasa. El sistema de transporte de Cy-dicarboxilatos
estd formado por los genes dctA, que codifica para una permeasa DctA y dctBD que
codifican para un sistema sensor-regulador de dos componentes, y que activan la
transcripcion de dctA en respuesta a la presencia Cy4-dicarboxilatos. Los mutantes dctA
no crecen en ADCs.

Rhizobium tropici es capaz de nodular varias leguminosas incluyendo Phaseolus
vulgaris. Originalmente, un mutante dctA (GAL) derivado de la cepa de R. tropici
CIAT899, crecié en presencia de succinato pero no malato o fumarato como Unicas
fuentes carbonadas. Esto permitio identificar otros tres genes organizados de forma
similar a los genes dct, responsables del crecimiento de GA1 (dctA) en succinato. Estos
genes codifican para un sistema de transporte (Kgt) de 2-oxoglutarato y, con baja
afinidad, puede también transportar succinato. La expresion de kgtP, que codifica para
la permeasa, es controlada por otro sistema de dos componentes denominado KgtRS. El
gen kgtP se induce por 2-oxoglutarato en CIAT899 y por succinato y 2-oxoglutarato en
el mutante GAL.

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos a partir de dos nuevos
mutantes dctB derivados de las cepas CIAT899 y GA1, denominados GA2 (dctB) y
GA21 (dctAdctB) respectivamente. Estos dos mutantes exhibieron un fenotipo similar a
GAL1 en lo que refiere a su crecimiento en ADCs y fenotipo simbidtico Fix. Ambas
cepas fueron capaces de crecer en presencia de succinato y 2-oxoglutarato. El promotor
del gen dctA fue inducido en la cepa GA21 (dctAB) en presencia de todas las fuentes de
carbono ensayadas. En cambio, en la cepa GA2 (dctB) el promotor no fue inducido bajo

las mismas condiciones de crecimiento. Se discute si esta expresion diferencial se



explica como consecuencia del cross-talk de los dos sistemas DctBD y KgtRS en un
contexto genémico mutante en las cepas GA2 y GA21.



INTRODLICCION

1. INTRODUCCION

1.1. FBN en la simbiosis rizobio-leguminosa

El nitr6geno es un elemento fundamental para el desarrollo de los seres vivos ya
que forma parte de moléculas esenciales, entre ellas los acidos nucleicos, vitaminas y
aminodcidos. A pesar de que la atmésfera tiene un alto contenido de nitr6geno
diatomico (78%), s6lo pocos microorganismos procariotas son capaces de reducirlo y
usarlo en sus procesos vitales. Estos microorganismos se denominan diazo6trofos y el
proceso fisiolégico involucrado, fijacion biologica de nitrogeno (FBN). Los diazétrofos
estan ampliamente distribuidos en grupos parafiléticos con diferentes estilos de vida y
metabolismos, incluyendo formas de vida libre y en simbiosis con eucariotas (Young,
1992; Raymond y col., 2004).

La FBN es llevada adelante por algunas arqueas y por organismos pertenecientes
a seis de los mas de cincuenta filum bacterianos descritos hasta el momento. De los seis
filum de diazétrofos bacterianos, la division bacteriana mas abundante es el subgrupo a-
Proteobacteria, y en el que se incluyen la mayoria de los rizobios (Willems, 2006).

La FBN en asociacion simbiotica con rizobios esta limitada exclusivamente a la
familia de plantas Leguminosae, aunque excepcionalmente se ha descrito una simbiosis
con una planta no leguminosa, Parasponia, de la familia Ulmaceae (Trinick, 1979). Las
leguminosas constituyen un grupo diverso e importante dentro del grupo de las
angiospermas. Con mas de 730 géneros y 19.400 especies, las leguminosas son la tercer
familia mas grande dentro de las plantas superiores, y son las segundas en importancia
ecoldgica y econdémica luego de la familia Gramineae (Wojcienchowski y col., 2004).
La FBN en asociacion simbiotica genera una ventaja adicional, ya que mediante este
proceso algunas plantas leguminosas de importancia econdémica son capaces de acceder
a una fuente ilimitada de nitrégeno. Esta simbiosis es responsable de un 25% de la
fijacion bioldgica de nitrdgeno mundial, y provee a las plantas leguminosas una
importante fuente de nitrdgeno que evita gastos en fertilizantes quimicos (Batut y col.,
2004; Masson-Boivin y col., 2009).

La capacidad de fijar nitrégeno atmosférico depende del complejo
multienzimatico conocido como Nitrogenasa. Este complejo es muy sensible al oxigeno

y por esta razon requiere un entorno con baja tensién de ese elemento gaseoso (Zehr y
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INTRODLICCION

col., 1993).

La FBN es un proceso que requiere una gran inversion de energia, de 16 a 24
moléculas de ATP por cada 8 electrones transportados, mas el costo de la produccién de
H, y de otros procesos de transporte asociados (Dixon y Kahn, 2004). La reduccion del

nitrégeno a amonio se describe en la siguiente reaccion:

N, + 8e- + 8H" + 16-24 ATP ---> 2 NH3 + H, + 16-24 ADP + 16-24 Pi

Dada la alta sensibilidad del complejo Nitrogenasa al oxigeno, los
microorganismos diazétrofos han desarrollado diferentes estrategias para proteger a la
enzima de su inactivacion. Los nddulos mantienen una baja concentracion de oxigeno
libre en la parte central del nédulo mediante diferentes mecanismos, incluyendo la
presencia de barreras fisicas de difusion para el oxigeno en la periferia del nédulo o
parénquima, la participacion de una proteina de unién al oxigeno derivada de la planta
(leghemoglobina) y la expresion de una elevada tasa metabdlica del microsimbionte.
Los nodulos poseen una capa de células no infectadas que rodean la region interna de
celulas infectadas con bacteroides, restringiendo el flujo de oxigeno (Minchin y col.,
1985; Sheehy vy col., 1985). Ademas, la presencia de leghemoglobina en el citoplasma
de las células infectadas mantiene el oxigeno libre a concentraciones del orden de
nanomolar, evitando la inactivacion de la Nitrogenasa mientras se mantiene un flujo de
oxigeno suficiente para la respiracion del bacteroide (Ott y col., 2005). Por otro lado, en
el bacteroide, la presencia de un sistema de citocromos de alta afinidad asegura la
produccion de ATP a concentraciones de oxigeno muy bajas (menos de 10 nM)
(Appleby y col., 1983).

1.2. Generalidades de rizobio

En este trabajo se considera bajo el término “rizobio” a las bacterias capaces de
fijar nitrégeno atmosférico luego de asociarse simbidticamente con plantas
leguminosas. Durante la asociacion se forma un nuevo 6rgano en la raiz (o a veces en el
tallo) denominado nodulo, donde las bacterias alojadas en pequefios organelos llamados
simbiosomas, reducen el nitrégeno atmosférico a amonio. Como huésped del vegetal, la

bacteria inicia un proceso de diferenciacion a bacteroide, que presenta caracteristicas
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fisioldgicas, genéticas y morfoldgicas particulares. La asociacion depende de un
intercambio de sefiales entre ambos organismos (Oke y Long, 1999; 2002). Durante la
simbiosis, la planta suministra a la bacteria compuestos carbonados, los cuales seran
metabolizados para satisfacer los requerimientos de la FBN y el metabolismo basal del
bacteroide. El nitrdgeno reducido a amonio es exportado como tal (y parcialmente como
alanina) por el bacteroide hacia el espacio peribacteoide. Luego, el amonio fijado es
transportado a través de la membrana del simbiosoma y asimilado por el vegetal.
(Udvardi y Day, 1997).

En general, la simbiosis es especie-especifica: los rizobios de una especie sélo
son capaces de asociarse a una especie de leguminosa. Sin embargo, existen algunos
rizobios “promiscuos” que son capaces de asociarse con varios tipos de leguminosas y

viceversa (Perret y col., 2000).

1.3. Clasificacion taxonémica de rizobio

A partir de un nodulo de raiz de leguminosa, en 1888 Beijerinck obtuvo por
primera vez un cultivo bacteriano puro, denominandolo Bacillus radicicola. Un afio
después, Frank propuso el nombre de rizobio para estos organismos, y todas las
sucesivas especies identificadas fueron incluidas en el género Rhizobium. En 1929 ya se
habian definido seis especies. Estas se denominaron segln la planta hospedero de la
cual habian sido aisladas como: Rhizobium leguminosarum, Rhizobium  trifolii,
Rhizobium phaseoli, Rhizobium meliloti, Rhizobium japonicum y Rhizobium lupini. El
criterio para esta clasificacion se basd en la hip6tesis de un rizobio-una planta. Esto
derivé en el concepto de “grupos de inoculacion cruzada”, en los cuales los rizobios se
agrupaban de acuerdo a sus hospederos correspondientes (Fred y col., 1932).

En la década de 1960, los investigadores comenzaron a utilizar como
herramientas de clasificacion diversas caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas,
nutricionales y seroldgicas. También se consideraron propiedades simples del ADN,
como por ejemplo el contenido porcentual de GC (Graham, 1964; De Ley y Rassel,
1965).

Los avances tecnoldgicos de los Gltimos afios han permitido mejorar los estudios
taxonomicos de modo de reflejar, lo mas posible, la evolucién y las relaciones
filogenéticas de los organismos. Es asi que se ha extendido el uso de técnicas
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moleculares como las hibridaciones ADN-ADN y ADN-ARNI, el analisis de secuencia
del gen de la subunidad 16S del ARNr y el analisis comparativo de genomas. Esto,
sumado a un aumento en el namero de leguminosas estudiadas en los ultimos afios,
determiné un incremento y reorganizacion en el nimero de géneros y especies de
rizobios (Willems, 2006).

Hasta la fecha, se han descripto 92 especies de rizobios distribuidas en 12
géneros. Dentro de las o-proteobacterias, la gran mayoria pertenece al orden
Rhizobiales, que incluye a los géneros: Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium (re-
nombrada Ensifer), Bradyrhizobium, Azorhizobium, Phylobacterium, Methylobacterium
(M. nodulans), Devosia (D. neptuniae) y Ochtrobactrum (O. cytisi y O. lupini). Dentro
de las B-proteobacterias se han descrito especies de los géneros Burkholderia,
Cupriavidus (C. taiwanensis) y Herbaspirillum (H. lusitanum)
(http://edzna.ccg.unam.mx/rhizobial-taxonomy/node/4).

En la mayoria de los rizobios, los genes simbidticos (genes nod, nif y fix) se
encuentran dentro de plasmidos transmisibles o en islas simbidticas que funcionan como
vehiculos de transferencia horizontal de la informacion genética entre bacterias. Una de
las hipotesis sobre el origen de cepas nodulantes dentro de las $-proteobacterias, afirma
que éstas serian el resultado de un evento o suma de eventos de transferencia de genes

simbidticos (Lloret y Martinez-Romero, 2005).

1.3.1. Rhizobium tropici

Las bacterias capaces de nodular trébol, arveja y poroto solian agruparse bajo
una misma especie denominada R. leguminosarum. Esta especie se subdividia en
biovariedades, las cuales se denominaban biovar trifolii, biovar phaseoli y biovar viciae,
referido a si nodulaban respectivamente cada una de las leguminosas mencionadas
(Jordan, 1984). Sin embargo, al investigar los rizobios que se asociaban al poroto
comun (Phaseolus vulgaris L), se descubrié que este grupo era heterogéneo. El empleo
de herramientas moleculares y caracteristicas fenotipicas permitié definir dos nuevas
especies independientes de R. leguminosarum biovar phaseoli: Rhizobium tropici y
Rhizobium etli (Martinez-Romero y col., 1991).

Las cepas de R. tropici han sido aisladas de areas tropicales. Esta especie incluye
bacterias capaces de asociarse “promiscuamente” con un amplio espectro de

leguminosas. Tienen la capacidad de nodular y fijar nitrogeno al asociarse con plantas
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de Leucaena leucocephala, Leucaena esculenta, Phaseolus vulgaris, Gliricidia maculat
y Gliricidia sepium, pero también se han aislado de otras leguminosas (Martinez-
Romero y col., 1991; 2002).

Este trabajo de tesis se desarrolld con la cepa modelo de R. tropici subgrupo B,
CIAT899. Como otras cepas del subgrupo B, CIAT899 tiene la capacidad de tolerar
varios tipos de estrés abidtico, incluyendo la presencia de metales pesados, altas
temperaturas, bajo pH y alta salinidad (Martinez-Romero y col., 1991; Graham y col.,
1994). Se han identificado ocho genes involucrados en la tolerancia al estrés salino, los
cuales también serian fundamentales en el establecimiento de una simbiosis efectiva
(Nogales y col., 2002). Estas caracteristicas hacen a R. tropici una especie particular en
relacion a los rizobios estudiados, que podria manifestar mecanismos fisioldgicos de

adaptacion diferentes a los ya conocidos.

1.4. Intercambio de sefiales entre el rizobio y la leguminosa

Los nddulos son las estructuras especializadas donde se lleva a cabo la FBN. Su
formacidn es producto de un proceso complejo que involucra intercambios moleculares
y procesos de sefializacion entre el microsimbionte y su leguminosa hospedera. Este
proceso se detalla a continuacién.

La rizosfera puede definirse como la porcién de suelo asociada inmediatamente
a las raices de plantas. Posee propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas diferentes a las
del resto del suelo, que hacen de ella un ambiente particularmente adecuado para el
crecimiento de microorganismos. Las raices de las plantas exudan diferentes
compuestos organicos a la rizésfera como carbohidratos, acidos orgénicos, vitaminas,
aminoéacidos y derivados fendlicos, los cuales son consumidos por diversos
microorganismos (Bowen y Rovira, 1999). Las leguminosas atraen a los rizobios
simbiontes especificos principalmente a través del exudado de compuestos fendlicos del
tipo flavonoides (derivados de 2-fenil-1, 4-benzopirona), que son producidos como
resultado del metabolismo secundario de la planta. Los flavonoides son la primera sefial
que reciben los rizobios de su leguminosa hospedera, estimulando su migracion hacia la
superficie radical. Estudios previos han demostrado que estos compuestos juegan un rol
multifuncional en la comunicacion planta-microorganismo y planta-planta a nivel de la
rizésfera (Downie, 1994; Spaink, 2000).
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Los flavonoides interacttan con la proteina NodD bacteriana, la cual es miembro
de la familia LysR de reguladores transcripcionales (Broughton y col., 2000). La
proteina NodD posee la habilidad de reaccionar ante flavonoides especificos. Por lo
tanto, determina el rango de plantas que cada especie de rizobio puede nodular. Una vez
activada por los flavonoides, la proteina NodD se une a una secuencia de ADN
consenso conocida como “caja nod”, ubicada en las regiones promotoras de genes
implicados en la nodulacién (genes nod). De este modo, activa la transcripcion de los
genes nod, los cuales codifican para los factores Nod (Perret y col., 2000).

Los factores Nod son lipo-oligoquitosacaridos con una estructura basica comun
que consiste en un oligomero de unidades de N-acetil-D-glucosamina unidas por
enlaces f 1 —> 4. Este oligomero est4 N-acilado en su residuo terminal no reductor,
unido a un &cido graso de naturaleza variable (Fig. 1). Los factores Nod son especificos
de cada rizobio y pueden presentar diversos tipos de modificaciones o “decoraciones”
de los extremos reductor y no reductor. La estructura bésica es sintetizada por el
producto de los genes nodABC que estan presentes en todos los rizobios, y las
modificaciones incluyen: metilaciones, acetilaciones, sulfataciones y glicosilaciones que
pueden variar en cada especie y biovariedad de rizobio. Al igual que a NodD, a estas
modificaciones también se les atribuye la especificidad o la promiscuidad de la relacién
rizobio-leguminosa (Perret y col., 2000).

Los factores Nod inducen a muy bajas concentraciones una serie de sucesos en
la planta que llevan a la formacion del nédulo (Denarie y col., 1996; Long, 1996). Esta
elevada sensibilidad a ellos se debe a la presencia de receptores especificos en la raiz.
En la leguminosa Lotus japonicum se identificaron dos receptores necesarios para
reconocer la presencia de los factores Nod. Estos receptores, denominados NFR1 y
NFR5, son proteinas quinasas transmembrana con dominios LysM extracelulares que
reconocen a los factores Nod (ver Figura 2) (Long, 2001; Radutoiu y col., 2003).

Tesina de grado de la Licenciatura en Biologia. Facultad de Ciencias, UdelaR. 14



INTRODLICCION

Figura 1: Estructura general de los factores Nod producidos por rizobios. R: indica los grupos
variables, n: el nimero de repeticiones. Modificado de D"Haeze y Holsters (2002).

Rhizobium signal(s)
\ Mycarrhiza

Meod=factor signalis)

e T
/Myeorrhiza
\Eﬂhnlzatlml,-
Membrane depolarization T——
Early ion fluxes
Root tip swelling

Figura 2: Modelo de la participacion funcional de los receptores NFR1 y NFR5 en la percepcion
de las sefiales provenientes de rizobios y micorrizas. Figura extraido de Radutoiu y col. (2003).

Una afirmacion universalmente aceptada ha sido que los factores Nod son
indispensables para el establecimiento de la asociacion rizobio-leguminosa. Sin
embargo, estudios realizados por Giraud y colaboradores (2007) sobre el genoma de
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cepas de Bradyrhizobium simbidticas, pusieron en duda este paradigma. La
secuenciacion de los genomas de Bradyrhizobium BTAIl y Bradyrhizobium ORS278,
permitio revelar la ausencia de genes nodABC en ellos. Anélisis mutacionales sugieren
que estas cepas no utilizan factores Nod, sino una via alternativa para iniciar la

simbiosis, en la cual intervendria un derivado de purina (Giraud y col., 2007).

Antes del conocimiento de las sefiales mencionadas, se consideraba que las
lectinas de las plantas y los polisacaridos bacterianos participaban en el reconocimiento
mutuo. Las lectinas actuarian como puntos de anclaje para las bacterias (Hirsch, 1999).
Los polisacaridos superficiales de los rizobios, particularmente exopolisacaridos y
lipopolisacaridos, participarian en varias funciones: formacion del hilo de infeccion,
liberacién del rizobio desde hilo de infeccion, invasion y desarrollo del noédulo,
desarrollo del bacteroide, estimulacion del desarrollo de la planta, supresion de las
respuestas de defensa de la planta y proteccion contra compuestos antimicrobianos.
(Skorupska y col., 2006).

1.5. Respuesta de la leguminosa a los factores Nod

Al ser percibidos por la planta hospedera, los factores Nod inducen en ella una
serie de cambios fisioldgicos y morfolégicos. Estos compuestos promueven cambios
celulares en la raiz y son requeridos durante las etapas tempranas de la interaccion para
el desarrollo de los hilos de infeccidn y la invasion en la célula vegetal.

Dentro de las respuestas inducidas en los pelos radicales se observaron cambios
en el pH intracelular, despolarizaciéon de la membrana plasmatica y oscilaciones
periodicas intracelulares del i6n calcio. Los factores Nod inducen alteraciones en el
flujo de ciertos iones como potasio, cloro, calcio y protones a través de la membrana del
pelo radical, provocando su despolarizacion. El calcio es un «segundo mensajero», que
en este caso participaria en cascadas de sefializacion en respuesta a los factores Nod.
Las oscilaciones del calcio afectan a una gran variedad de eventos celulares, y son
responsables finalmente de los cambios morfologicos en la planta (Cardenas y col.,
2000). Ademas de estas respuestas, los factores Nod inducen modificaciones en el
citoesqueleto de los pelos radicales, por arreglos de los microfilamentos de actina y de
los microtubulos (Cardenas y col., 1998). También ha sido reportado el aumento en la

expresion de un gran nimero de genes de la planta, entre los que se incluyen aquellos
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que codifican para las proteinas denominadas nodulinas (Van Kammen, 1984). Estas
proteinas estan involucradas en el desarrollo y funcionamiento del nédulo y se las
agrupa en tempranas Y tardias (Delauney y Verma, 1988).

Las nodulinas tempranas causan el encurvamiento del apice de los pelos
radicales alrededor de la bacteria y estimulan la division de las células corticales de la
raiz para formar el primordio del nddulo. En la zona de contacto rizobio-pelo, ocurre la
hidrolisis de la pared celular vegetal, la membrana plasmatica se invagina y un nuevo
deposito de pared celular se lleva a cabo formando una estructura tubular, denominada
hilo de infeccion (infection thread, IT) (Mylonay col., 1995). La bacteria se multiplica
dentro del IT, que se extiende mas alla4 de la base del pelo radical hasta alcanzar las
células del nédulo en formacién (Kijne, 1975; Roth y Stacey, 1989). Cuando la bacteria
alcanza el primordio del nodulo, infecta algunas de sus células. En las subfamilias de
leguminosas Mimosoideae y Papilionoideae, los rizobios son liberados en el citoplasma
por un proceso similar a la endocitosis (Kijne, 1975). Durante este proceso las bacterias
son rodeadas por una membrana derivada del huésped, conocida como membrana
peribacteroide (MPB) (Robertson y Lyttleton, 1982; Roth y col., 1988). A partir de ese
evento, la bacteria se divide unas cuantas veces mas hasta diferenciarse a la forma
simbidtica fijadora de nitrégeno, denominada bacteroide (Patriarca y col., 2002). En
este proceso, el bacteroide estd rodeado individualmente o en pequefios grupos por la
MPB. Al compartimiento compuesto por el o los bacteroides y la MPB se lo denomina
simbiosoma (Roth y col., 1988). Mientras ocurren estos cambios, aumenta la expresion

de las nodulinas tardias, como es el caso de la leghemoglobina.

1.5.1. Nédulos determinados e indeterminados

Segun la morfologia, los investigadores han distinguido dos tipos de nddulos: los
indeterminados y determinados (Fig. 3). Esta caracteristica depende de la planta
(Michiels y Vanderleyden, 1994). EI nodulo indeterminado se origina a partir de
divisiones celulares en la corteza interna, tiene un meristema apical persistente y una
forma cilindrica tipica (Vasse y col., 1990). Debido a la continua actividad del
meristema, las células del nédulo forman un gradiente de desarrollo desde el meristema
distal al proximal de la raiz. Durante el desarrollo de estos nédulos, cada simbiosoma
contiene un solo bacteroide diferenciado. Suelen encontrarse en leguminosas de climas

templados como en Medicago, Pisum, Trifolium y Vicia. ElI nédulo determinado se
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origina a partir de la division de células en la corteza externa, no tiene un meristema
persistente y es de forma esférica. En este caso, el meristema cesa la divisién en una
etapa temprana del ciclo y por esta razon las células del nddulo se encuentran en un
estado similar del desarrollo. En estos nddulos, los simbiosomas contienen mas de un
bacteroide. Las leguminosas tropicales como Phaseolus, Glycine y Lotus forman
nddulos determinados (Allen y Allen, 1953; Rolfe, 1988; Patriarca y col., 2002; Tesis
de Doctorado A. L. D’Antuono, 2006).

Heristemo nodular

Zorairfestada

Zoma infectada senescente

Cortex externc

Endodermis

Haces vasaulares del nddulo

Haces vasaulares de la raiz

Endodermis radical

‘-___"/'_/_./-———cerru radic: \“
— Epidermis de la rdgiz
NODULO INDETERMINADO NODULO DETERMINADO

Lotus japonicus
Medicage truncatula s

Figura 3: Esquema correspondiente a nédulos determinados e indeterminados desarrollados en
leguminosas. Figura extraida de http://www.unavarra.es./.

1.6. Metabolismo del carbono en rizobios

En general, en condiciones de vida libre, los rizobios metabolizan los azlcares
mediante las vias de Entner-Doudoroff y de pentosa fosfato (PP), participando también
enzimas pertenecientes a la via gluconeogénica (Arias y col., 1979; McKay, 1988). Los

rizobios expresan las enzimas del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (ATCs) y algunos
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podrian utilizar la via del glioxilato (Keele y col., 1969, 1970; Green y Emerich, 1997).
Por otro lado, varios autores afirman que los mutantes de rizobio defectivos en el
catabolismo de azlcares forman nddulos efectivos en todas las simbiosis analizadas, y
en bacteroides de Bradyrhizobium japonicum se comprobd que los azucares no
estimulan la actividad Nitrogenasa (Bergersen y Turner, 1967, Arias y col., 1979;
Ronson y Primrose, 1979; Glenn y col., 1984). En correlacién con esto, las cepas de
rizobio incapaces de transportar y/o metabolizar ADCs forman nddulos inefectivos (Fix
) (Finan y col.,, 1983; Bolton, 1986; Slooten y col.,, 1992). Esta ampliamente
comprobado que los ADCs son la fuente de carbono proporcionada a los bacteroides y
que son metabolizados via el ciclo de los ATCs (Bergersen y Turner, 1967).

1.7. Metabolismo del carbono en bacteroides

La fuente de carbono requerida por los bacteroides Fix* proviene de los
fotosintatos de la planta y es transportada a los nédulos a través del floema como
sacarosa (Gordon y col., 1999). Aunque se ha demostrado que la FBN depende de la
energia proporcionada por el metabolismo de la sacarosa, los carbohidratos no son
directamente consumidos por los bacteroides. La MPB delimita el simbiosoma y de esta
forma juega un papel esencial, controlando el intercambio de metabolitos entre los
bacteroides y la planta hospedera.

En los nddulos se expresa un gran niamero de genes de la planta y la bacteria.
Algunos de los productos estan localizados en la MPB y en la membrana citoplasmatica
del bacteroide (Fortin y col., 1985; Miao y col., 1992). Existen varios transportadores de
azucares expresados en la MPB de Lotus japonicus y Medicago truncatula (Colebatch y
col., 2002). Sin embargo, la actividad de transporte de azlcares a través de la MPB s6lo
ha sido demostrada en P. vulgaris. En otras asociaciones el transporte solo ocurriria via
difusion, porque el nivel de actividad no seria suficiente para sustentar la FBN. Por lo
tanto, se sugirié que el simbiosoma seria capaz de incorporar azucares principalmente
por difusién (White y col., 2007). Por otro lado, la MPB asi como también la membrana
citoplasmatica del bacteroide contienen un transportador especifico para ADCs (White y
col., 2007). Esto apoya la idea de que los azlcares no serian la principal fuente de
carbono y energia para el bacteroide, sino los ADCs como se mencion6 previamente.
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1.7.1. Provision de carbono al bacteroide

El modelo clasico propone que las células vegetales no infectadas de los nédulos
incorporan y metabolizan la sacarosa a &cidos orgénicos, tales como los ADCs, que son
luego descargados al apoplasto o posiblemente transferidos a través del transporte
simplastico directamente a las células infectadas para su consumo por los bacteroides.
Esta afirmacion se apoya en parte en los estudios que comprobaron que la baja tensién
de oxigeno existente en las células infectadas no permitiria la respiracion mitocondrial.
Por lo tanto, estas células no podrian suplir a los bacteroides con el ATP necesario para
la FBN (Rawsthorne y LaRue, 1986).

La sacarosa puede ser hidrolizada por la enzima sacarosa sintasa (SS) en UDP-
glucosa y D-fructosa, o por la invertasa alcalina (Al) en D-glucosa y D-fructosa. La
actividad de las enzimas SS y Al es mayor en las células infectadas del nédulo que en
las demas células de la raiz. En mutantes SS™ de Pisum sativum, que pierden la actividad
enzimatica, se observd que inducen la formacion de nodulos pero estos son inefectivos,
lo que indica que la enzima SS es esencial para el proceso de fijacién de nitr6geno
(Gordon y col., 1999). Mientras la importancia de la enzima SS seria absoluta, la de la
enzima Al aln no se conoce con claridad. Se detectd actividad SS en nddulos de soja
(Thummler y Verma, 1987), poroto (Kuster y col.,, 1993) y Medicago truncatula
(Hohnjec y col., 1999), conjuntamente con otras enzimas de la via glicolitica. Ademas,
en estos casos, las actividades enzimaticas de la via glicolitica eran superiores en
nddulos en comparacion con las de las raices sin infectar (Reibach y Streeter, 1983).

Los productos generados por el metabolismo de la sacarosa serian derivados
para la sintesis de celulosa y almidon o metabolizados por las enzimas glicoliticas para
producir fosfoenolpiruvato (PEP), que podria ser carboxilado a oxalacetato (OAA),
mediando la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC). Luego, el OOA seria
reducido por la malato deshidrogenasa (MDH) a malato. Este &cido seria la principal
fuente de carbono suministrada a los bacteroides (Tesis de Ph.D de E. M. Lodwig,
2001) (Fig. 4). En nodulos de soja, alfalfa, arveja y lenteja existe una elevada actividad
PEPC en relacion a las demés células de la raiz, indicando que cumpliria un papel
fundamental en el metabolismo del carbono en el nédulo (Pathirana y col., 1992; Vance
y Gantt, 1992; Chopra y col., 2002).

Las concentraciones de ADCs en los nddulos son altas, y experimentos de
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marcado con *CO, demostraron una alta produccién o volumen de estos compuestos,
ya que el **C fue répidamente incorporado en los bacteroides, primeramente como

malato (Salminen y Streeter, 1992).

SUCROSE
551
UDP-GLUCOSE

GLYCOLYSIS
L

PEP
FEFCl

OXALOACETATE

MDHl

MALATE

Figura 4: Esquema representativo del metabolismo del carbono dentro del nddulo y el
intercambio de nutrientes entre un bacteroide fijador de nitrégeno vy la célula vegetal. Figura
extraida de la Tesis de Ph.D de E. M. Lodwig (2001).
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1.7.2. Ciclo de los ATCs en bacteroides

La oxidacién de compuestos mediante el ciclo de los ATCs (Fig. 5) proporciona
equivalentes de reduccién, ATP y metabolitos para la produccion de aminoacidos y
otras vias biosintéticas. Este ciclo, ademas de ser la fuente principal de energia al oxidar
acetil-CoA, también suministra varios sustratos necesarios para la biosintesis en
organismos aerobios. Debido a que esta ruta metabdlica es un ciclo, es necesario
mantener ciertas concentraciones de los intermediarios para que no se detenga. Las
reacciones conocidas como anapleroticas generarian los sustratos requeridos para
mantener el normal funcionamiento del ciclo.

Algunas de las enzimas anapleréticas presentes en rizobio son: la enzima malica,
que cataliza la carboxilacién reductiva del piruvato a malato, la PEPC, que genera
oxalacetato a partir de piruvato y simultdneamente hidroliza ATP, y la piruvato
carboxilasa (Dunn, 1998).

La porcion tricarboxilica del ciclo de los ATCs se inicia a partir de la reaccion
del OAA con el acetil-CoA, para formar finalmente el 2-oxoglutarato. EIl primer paso
del ciclo abarca la condensacion de OAA y acetil-CoA, reaccion catalizada por la
enzima citrato sintasa (CS), resultando en la sintesis de citrato. R. tropici tiene dos
genes CS, uno localizado en el plasmido simbidtico (pcsA) y otro en el cromosoma
(ccsA). Un mutante ccsA de R. tropici CFN299 presentd actividad CS y capacidad de
nodulacion disminuida, aunque fijaba nitrégeno. Un mutante doble CS (ccsApcsA’)
indujo la formacién de nodulos inefectivos (Herndndez-Lucas y col., 1995b). En
contraste con esta cepa de R. tropici, Sinorhizobium meliloti y B. japonicum parecen
tener un Unico gen que codifica para la CS. Clones mutantes en este gen (gltA) en S.
meliloti exhibieron alteraciones en la composicion de polisacaridos de la superficie
celular y produjeron nddulos carentes de bacteroides al nodular alfalfa. Por esta razon,
se ha sugerido que los defectos simbidticos mostrados por este mutante serian resultado
de alteraciones en el proceso de infeccion mas que del metabolismo del carbono del
bacteroide (Mortimer y col., 1999).

La enzima aconitasa cataliza la isomerizacion reversible de citrato a isocitrato.
Por ultimo, la enzima isocitrato deshidrogenasa, que es codificada por el gen icd,
cataliza la formacion de 2-oxoglutarato a partir de isocitrato. Los mutantes icd de B.

japonicum fueron capaces de fijar nitrdgeno en un nivel similar al de la cepa salvaje
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durante su asociacion con plantas de soja. Por el contrario, mutantes icd de S. meliloti,
forman nodulos inefectivos (Green y col., 1998). En conclusion, existiria una gran

diversidad en el metabolismo de los ATCs entre distintos rizobios.

La porcidn dicarboxilica del ciclo de los ATCs consiste de cinco reacciones que
generan OAA desde 2-oxoglutarato. La via es iniciada por el complejo 2-oxoglutarato
deshidrogenasa (OGDH), que cataliza la decarboxilacion oxidativa del 2-oxoglutarato a
succinil-CoA. Los genes sucAB de R. leguminosarum y B. japonicum codifican para el
componente OGDH (E1) y el componente dihidrolipoamida succiniltransferasa (E2)
respectivamente, que catalizan la reaccién mencionada. En varios rizobios, tal como R.
leguminosarum y B. japonicum, los genes sucAB estan acoplados transcripcionalmente
a mdh y sucCD, formando un operén. ElI gen mdh codifica para la enzima MDH
(mencionada previamente) y el gen sucCD, codifica para la enzima succinil-CoA
sintetasa (SCS), que cataliza la hidrélisis de succinil-CoA a succinato. Mutantes sucAB
de R. leguminosarum no fueron capaces de formar nodulos eficientes. Sin embargo,
mutantes sucA de B. japonicum, exhibieron dificultades en el proceso de nodulacién de
plantas de soja, pero los nodulos formados fueron capaces de fijar nitrdgeno en un nivel
similar al de la cepa salvaje (Poole y col., 1999; Dymov y col., 2005). Los resultados
obtenidos permitieron afirmar que en B. japonicum estaria funcionando un ciclo de los
ATCs alternativo (se discutird en la sesion 1.7.3).

Los genes sdhC, sdhD y sdhB codifican para proteinas que forman el complejo
succinato deshidrogenasa (SDH) que cataliza la deshidrogenacion de succinato a
fumarato. Los mutantes SDH™ de S. meliloti y R. leguminosarum exhibieron poco o
ningun crecimiento en succinato pero crecieron bien en presencia de malato o fumarato
como unica fuente de carbono (Gardiol y col., 1987). Los nddulos de plantas asociadas
con estos mutantes contenian bacteroides incapaces de fijar nitrogeno (White y col.,
2007). La siguiente reaccion en el ciclo estd a cargo de la enzima fumarasa, que cataliza
la hidratacion de fumarato, dando lugar a la formacion de malato.

El paso final en el ciclo de los ATCs regenera el OAA desde el malato y es
catalizado por la enzima MDH. El crecimiento bajo condiciones limitadas de oxigeno
resultdé en poca o ninguna disminucion en la actividad MDH en rizobios en vida libre y
fue muy alta en bacteroides (McKay y col., 1989). Como se menciond previamente,
parte de la energia obtenida como resultado del ciclo de los ATCs seria utilizada por el
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bacteroide en la FBN. El amonio obtenido como producto principal de la FBN es

exportado al citoplasma de la célula vegetal, donde es asimilado por la planta

(Colebatch y col., 2002).
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Figura 5: Ciclo de los &cidos tricarboxilicos (ATCs). Figura extraida de Dunn (1998).

1.7.2.1.  Sintesis de Acetil-CoA

En la sintesis de citrato es claro que el OAA deriva del malato, succinato y
fumarato proporcionado por la planta. Sin embargo, el acetil-CoA se generaria a partir
de varias vias. En ciertas condiciones, el malato es oxidativamente descarboxilado por

una enzima maélica a piruvato y éste es convertido a acetil-CoA por la piruvato
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deshidrogenasa (PDH) (McKay y col., 1988; Driscoll y Finan, 1993). En los rizobios
hay dos formas de la enzima malica, una dependiente de NADP" y la otra dependiente
de NAD". La enzima malica dependiente de NAD" es esencial para la FBN. Esta
enzima es altamente expresada en rizobios en estado de vida libre y en bacteroides
(Driscoll y Finan, 1997). Finalmente, la PDH es un complejo multienzimatico
codificado por dos genes, pdhAo y pdhf en S. meliloti (Cabanes y col., 2000).

El acetil-CoA también puede ser derivado desde el poli B-hidroxibutirato (PHB),
un poliéster sintetizado por varios rizobios. La degradacion del PHB es iniciada por la
despolimerizacion del polimero, catalizada por la PHB depolimerasa para formar -
hidroxibutirato. Este ultimo es oxidado a acetoacetato, reaccion catalizada por la
hidroxibutirato deshidrogenasa. El acetoacetato es convertido a acetil-CoA en dos
pasos, en los cuales intervienen las enzimas acetoacetil-CoA sintetasa y -cetotiolasa.

El acetil-CoA también puede ser sintetizado desde acetato en una reaccion
catalizada por la acetato quinasa y fosfotransacetilasa o por una acetil-CoA sintetasa
(Dunn, 1998). Las actividades de estas tres enzimas han sido detectadas en bacteroides
de B. japonicum y se supone que contribuyen en la produccion de acetil-CoA. Por el
contrario, en otros rizobios como S. meliloti, los bacteroides fueron incapaces de
metabolizar el acetato. Ademas, los bacteroides de S. meliloti mutantes en los genes de
la acetato quinasa y fosfoatransacetilasa no mostraron cambios en el fenotipo simbio6tico
con respecto a la cepa salvaje (Preston y col., 1989; 1990). Esto indicaria que el acetato
no es utilizado como sustrato en la sintesis de acetil-CoA en S. meliloti como si

ocurriria en B. japonicum.

1.7.3. El ciclo de los ATCs puede funcionar de forma incompleta en algunos
bacteroides

La funcionalidad del ciclo de los ATCs en bacteroides de soja fue confirmada
por primera vez en los afios 70°. Stovall y Cole (1978) demostraron la presencia de las
enzimas del ciclo de los ATCs en bacteroides de B. japonicum. Desde entonces, la
actividad del ciclo de los ATCs ha sido confirmada en B. japonicum, R. leguminosarum,
S. meliloti, R. tropici y Mesorhizobium ciceri. Debido a que los ADCs son el Unico
recurso de carbono para los bacteroides y son metabolizados por el ciclo de los ATCs,

se esperaria que este ciclo operara completamente. Por el contrario, aunque los
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bacteroides expresan todas las enzimas, se afirma que el ciclo de los ATCs no opera en
su capacidad total. Andlisis mutacionales confirmaron que un ciclo de los ATCs
totalmente funcional no seria esencial para la FBN en rizobios de crecimiento lento
como B. japonicum (Thony-Meyer y Kunzler, 1996). Sin embargo, rizobios de
crecimiento rapido, tales como S. meliloti y R. leguminosarum, necesitarian un ciclo de
los ATCs completo (McDermott y Kahn, 1992). El ciclo de los ATCs en bacteroides
probablemente opera por debajo de su potencial aerobio total debido a las condiciones
microaerobias presentes en los nddulos, que limitan la habilidad de la cadena
respiratoria para oxidar los nucleétidos reducidos (Karr y Emerich, 2000; Tabrett y
Copeland, 2000).

La baja tension de oxigeno existente dentro del nédulo provoca un aumento del
poder reductor (NADH/NAD®) y como consecuencia algunos pasos del ciclo pueden ser
inhibidos. Esta inhibicion requiere la existencia de vias alternativas by-pass que podrian
funcionar en algunos bacteroides para mantener un equilibrio redox 6ptimo vy el balance
de los compuestos carbonados en el ciclo de los ATCs. Entre las vias by-pass se
encuentran: la sintesis de PHB, la glucogénesis y la via GABA (McDermott y col.,
1989).

En el bacteroide, una de las enzimas del ciclo de los ATCs que es
particularmente sensible a la inhibicion es la 2-oxoglutarato deshidrogenasa (OGDH).
Algunos investigadores sugirieron que la via del y-aminobutirato (GABA) podria actuar
como via by-pass en este paso del ciclo. En esta via, el 2-oxoglutarato es convertido a
glutamato, que es luego decarboxilado a GABA, reaccion catalizada por la enzima
glutamato decarboxilasa. GABA es luego transaminado para formar succinato
semialdehido. Luego, la enzima succinato semialdehido deshidrogenasa (SSDH)
cataliza la oxidacion del succinato semialdehido a succinato y asi se reintegra al ciclo de
los ATCs. La actividad glutamato decarboxilasa fue elevada en S. meliloti (Green y col.,
2000). Ademas, estudios realizados con mutantes de S. meliloti confirmaron la
necesidad de actividad SSDH en los bacteroides para la FBN (Fitzmaurice y O’Gara,
1993). Por el contario, en otros rizobios como B. japonicum, la actividad glutamato
decarboxilasa fue muy baja, lo que sugiere que la via GABA no seria suficiente para
compensar la inhibicion de la OGDH. En bacteroides de B. japonicum se demostro la
presencia de una elevada actividad 2-oxoglutarato descarboxilasa, que junto a la SSDH
formarian una via by-pass de la enzima OGDH, permitiendo al ciclo de los ATCs

Tesina de grado de la Licenciatura en Biologia. Facultad de Ciencias, UdelaR. 26



INTRODLICCION

funcionar bajo condiciones que lo inhibirian. La enzima 2-oxoglutarato carboxilasa
catalizaria la formacion de succinato semialdehido a partir del 2-oxoglutarato (Fig. 5).
En M. loti y R. leguminosarum, también se detectd la presencia de las enzimas 2-
oxoglutarato descarboxilasa y SSDH, lo que sugiere que esta via by-pass seria utilizada
por diversos rizobios (Dunn, 1998; Grenn y col., 2000).

Al contrario de lo que ocurre en algunos rizobios (Duncan y Fraenkel, 1979;
Walshaw y col., 1997), los mutantes en los genes que codifican para el complejo OGDH
de B. japonicum formaron nddulos que presentaban alteraciones en su desarrollo y en la
FBN (Green y Emerich, 1997). Aun asi, estos mutantes pudieron fijar nitrégeno en el
nddulo a un nivel similar al de la cepa salvaje debido a la existencia de estas vias by-

pass funcionando en los bacteroides (Green y col., 2000).

1.8. Sistema de transporte de ADCs en rizobio

Como se menciond previamente, los ADCs son esenciales para el proceso de
FBN por el rizobio alojado en el nddulo de la leguminosa. Por lo tanto, el transporte y
catabolismo de estos compuestos son dos funciones necesarias para el mantenimiento de
una simbiosis eficiente. Los ADCs como malato, succinato, fumarato, aspartato y
oxalacetato son producidos y consumidos por varios microorganismos. En rizobios,
estos metabolitos pueden ser metabolizados mediante el ciclo de los ATCs y también
pueden ser usados como intermediarios para la formacién de piruvato y posterior curso

a la gluconeogénesis.

El transporte de los ADCs en los rizobios estd mediado por un sistema
denominado Dct. Mediante analisis mutacionales y la secuenciacion de genomas, se ha
revelado la presencia del sistema Dct en la mayoria (sino en todos) los rizobios que han
sido estudiados (Watson y col., 1988; Jiang y col., 1989; Engelke y col., 1989).

El sistema Dct consta de tres genes: dctA, que codifica para la proteina de
transporte DctA, y dctB y dctD, divergentes respecto a dctA. Los genes dctB y dctD
codifican para un sistema sensor-regulador de dos componentes (DctBD), que responde
a la presencia de ADCs en el medio y activa la expresion del gen dctA. DctB es una
proteina integral de membrana citoplasmética que actia como proteina sensor. DctD es
una proteina citoplasmatica que actla como regulador de respuesta (Ronson y col.,
1984; Watson y col., 1988; Jording y col., 1992). En R. leguminosarum, dctB y dctD
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componen una Unica unidad transcripcional, mientras en S. meliloti, dctD tendria su
propio promotor (Yarosh y col., 1989; Watson, 1990; Jording y col.,, 1992). La
comparacion de las regiones promotoras de dctA en S. meliloti y R. leguminosarum
permitio identificar un alto grado de similitud entre las regiones pero, en contraste con
R. leguminosarum, dos posibles codones de inicio (ATG) fueron identificados en S.
meliloti, precedido por un sitio consenso de unién al ribosoma (Jiang y col., 1989). El
segundo de estos ATG es el conservado entre estas dos especies y ha sido sugerido
como el sitio méas probable de inicio de la transcripcion (Engelke y col, 1989 Wang y
col., 1989). En la Figura 6 se esquematiza la organizacion de los genes dctABD en S.
meliloti (Jiang y col., 1989).

l dctd dctB I dctD'
I T T 1 I I
EcoRl Hindlll Sstll | EcoRI Stul | EcoRIl EcoRli
Pstl Pstl EcoRV EcoRV

Figura 6: Organizacion de los genes dct en S. meliloti. Figura modificada de Jiang y col. (1989).

En R. leguminosarum, la transcripcion desde el promotor del gen dctA es
dependiente de la unién del factor > (asociado a la ARN polimerasa) en la secuencia
de ADN que se encuentra a 93 pares de bases corriente arriba del sitio de inicio de la
transcripcion. DctD fosforilada es capaz de unirse a una posicién cercana a la de la
union del factor ¢>* por medio de su motivo hélice-a-helice C-terminal, para interactuar
con él y con la subunidad B de la ARN-polimerasa. Como resultado, se induce la
expresion del gen dctA (Jording y col., 1993; Lee y col., 1994; Wang y col., 1997; Reid
y Poole, 1998) (Fig. 7).

En S. meliloti y R. tropici, los genes dct se encuentran en un megaplasmido. En
R. leguminosarum estan localizados en el cromosoma, cerca de los genes que codifican
para la produccién de lipopolisacaridos (Watson y col., 1988; Poole y col., 1994; Batista
y col., 2001).
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Figura 7: Sistema de transporte de ADCs en rizobio. DctD-P: proteina DctD unida a un grupo
fosfato; UAS: secuencias activadoras de unién a DctD-P; ¢°*: factor sigma 54. Figura extraida
de Geblin y col. (1996).

1.8.1. Transportador de ADCs

La permeasa DctA de rizobio presenta caracteristicas comunes a las de los
transportadores DctA de otras bacterias. DctA pertenece a un subgrupo de la familia de
transportadores de glutamato, denominada: familia de transportadores de C,-
dicarboxilatos de bacterias o la familia dicarboxilato/aminodcido:catién simporte
(DAACS) (Saier, 2006). La familia de transportadores de glutamato consiste de tres
grupos, basado en su especificidad de sustrato: transportadores de C4-dicarboxilatos de
bacterias, transportadores de aspartato/glutamato en eucariotas y bacterias, y
transportadores de aminoacidos neutros. Los sustratos para los transportadores de Cy-
dicarboxilatos son malato, fumarato, succinato, aspartato, orotato y alguno de sus
analogos (Yurgel y Kahn, 2004). DctA es un transportador simporte de Cy-
dicarboxilatos-cationes (H* o Na’) de aproximadamente 450 aminoacidos. Es una
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proteina integral de membrana citoplasmatica, que contiene diez a-hélices
transmembrana, con el dominio N-terminal y C-terminal localizados en el citoplasma
(Jording y Puhler, 1993; Janausch y col., 2002).

Los rizobios de vida libre deficientes en la permeasa DctA no crecen en ADCs
como succinato, malato, fumarato u oxoglutarato como Unicas fuentes de carbono. Estos
mutantes dctA pueden utilizar otras fuentes de carbono de forma normal, observandose
una reduccion en la respuesta quimiotactica al succinato. Por lo tanto, en condiciones de
vida libre el sistema dct no seria esencial para la sobrevivencia del rizobio. En contraste,
los ADCs cumplen un rol fundamental en simbiosis. En los mutantes dctA la ausencia
de transporte de ADCs lleva a la formacion de bacteroides que senescen rapidamente en
los nddulos (Yurgel y Kahn, 2004).

1.8.2. Sistema regulador de dos componentes

En la mayoria de los rizobios el sistema de dos componentes DctBD es
transcripto desde un promotor constitutivo que precede al gen dctB. DctB es una
proteina integral de membrana citoplasmatica que detecta ADCs en el medio. Cuando
hay ADCs en el periplasma, esta proteina se autofosforila, luego se transfiere el grupo
fosfato a DctD para iniciar la transcripcion de dctA. En rizobio, DctA es requerido para
regular la actividad de DctB (Reid y Poole, 1998).

Asi como los mutantes dctA forman nddulos inefectivos, la mayoria de las
mutaciones en dctBD confieren este mismo fenotipo (Yurgel y Kahn, 2004). Sin
embargo, en otros estudios, mutantes dctB o dctD de S. meliloti en asociacion con
Medicago sativa fijaron nitrégeno, por lo que se piensa que en el nodulo deberia
participar, ademas, otro sistema alternativo de regulacion (Engelke y col., 1987, 1989;
Boesten y col., 1998).

Los estudios desarrollados con R. leguminosarum mostraron que los mutantes en
cualquiera de los tres genes dct infectaban sus plantas hospedero, pero los bacteroides
morian rapidamente luego de liberarse del hilo de infeccion (Ronson, 1981; Finan y
col., 1983; Bolton, 1986; Slooten y col., 1992). Comparados con los ndédulos infectados
por la cepa salvaje, aquellos inducidos por estos mutantes contenian mas almidén en las
células infectadas y no infectadas de la planta. Se supone que mientras la planta
continda sintetizando compuestos de carbono para suministrar a los mutantes, los

precursores de carbohidratos se acumulan debido a que los bacteroides no pueden
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consumir los ADC:s.

1.9. Sistema de transporte alternativo de succinato

R. tropici CIAT899 contiene un cluster génico dctABD conservado (Batista,
2001). A diferencia de otros rizobios, un mutante dctA (GAl) de la cepa R. tropici
CIAT899 fue capaz de crecer en medio definido al incubar las células en succinato pero
no malato o fumarato como Unicas fuentes carbonadas. Esto sugirid la presencia de un
sistema de transporte de succinato alternativo en R. tropici. A partir de la cepa GA1L se
obtuvieron dos nuevas cepas (GA1l y GA12), incapaces de crecer en medio definido
(MM) con succinato como Uunica fuente de carbono. Las cepas obtenidas fueron
utilizadas para caracterizar un sistema de transporte de succinato alternativo (Kgt),
codificado por un cluster de tres genes (Fig. 8). Los genes codificantes de este sistema
presentaron una organizacion similar a los genes dct. EI gen del cluster transcripto
divergentemente con respecto a los otros dos tenia alto grado de similitud con el gen de
una permeasa de la Major Facilitator Superfamily (MFS) de Ochrobactrum anthropi
49188 y de una permeasa de 2-oxoglutarato, KgtP de Ralstonia solanacearum
GMI1000 y Agrobacterium tumefaciens C58. En R. tropici, al gen que codifica para la
permeasa del sistema Kgt se lo denomind kgtP. El analisis fenotipico de las cepas indic
que Kgt transporta 2-oxoglutarato en R. tropici CIAT899 y en menor medida, también
succinato en GAl. Ademas, la incapacidad de GAl1l y GA12 de crecer en 2-
oxoglutarato o succinato, sugeria que los genes interrumpidos participaban en la
expresion del sistema Kgt. Los genes interrumpidos en GA11 y GA12 se denominaron
kgtS y kgtR respectivamente, dado que el analisis de secuencia indicaba que estaban
organizados de forma consecutiva y que los mismos constituian un sistema de dos

componentes sensor-regulador, que posiblemente controlaba la expresién del gen kgtP.

Posteriormente, a partir de las cepas CIAT899 y GA1 se construyeron mutantes
kgtP, obteniéndose las cepas CIAT899.317 y GAL.317 respectivamente. La cepa
CIAT899.317 fue capaz de crecer en succinato, fumarato y malato, indicando que el
sistema Dct estaba intacto. En cambio, GA1.317 fue incapaz crecer en succinato, malato
y fumarato. Esto indicé que kgtP seria esencial para el transporte de succinato en GAL.
Por otro lado, ambos mutantes kgtP crecieron en 2-oxoglutarato pero a un nivel muy

inferior que la cepa salvaje. Aun GA1.317, siendo un doble mutante (dctA™ kgtP")
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crecid, aunque de forma muy reducida, en presencia de esta fuente de carbono. En
cambio, los mutantes GA11l (dctA™ kgtS) y GA12 (dctA™ kgtR") no fueron capaces de
hacerlo. Por consiguiente, se sugirid la presencia en R. tropici de otro sistema de
transporte alternativo para 2-oxoglutarato en el que seria esencial la funcion de KgtSR
(Batista, 2009).

Batista y col. (2009) analizaron la expresion del promotor del gen dctA en
distintos contextos génicos y bajo distintas condiciones de crecimiento. En CIAT899 el
promotor dctA fue inducido por succinato, malato o fumarato. En GAL este promotor
fue fuertemente inducido por glucosa, succinato, malato, fumarato o 2-oxoglutarato a
niveles superiores a los obtenidos con la cepa salvaje. Este comportamiento fue
explicado como una hipersensibilidad del sistema DctBD en ausencia de dctA. En los
dobles mutantes, GA1l y GA12, el promotor dctA fue inducido en presencia de
succinato y sorprendentemente con 2-oxoglutarato y mostrd6 mayores niveles de
expresion que en CIAT899. Estos resultados sugieren que KgtS y KgtR podrian influir
con la funcion de DctB y DctD en la deteccion de ADCs (succinato) en ausencia de
DctA. A la interferencia entre sistemas de dos componentes se lo denomina cross-talk.
La expresion diferencial en GAL seria consecuencia del cross-talk de los dos sistemas
DctBD y KgtRS en ausencia del gen dctA.

En P. vulgaris, todas las cepas mencionadas indujeron la formacion de nédulos.
Las cepas GA1, GAll, GA12 y GA1.317 no promovieron el crecimiento vegetal, con
valores de peso seco comparables a los determinados en plantas incubadas sin fuente de
nitrégeno externa. En contraste, las cepas CIAT899 y CIAT899.317 indujeron el
crecimiento vegetal. En conclusion, esto sugiere que DctA es esencial y no KgtP para la
formacién de nddulos efectivos en P. vulgaris (Batista, 2009).

La mayoria de los rizobios poseen el sistema Dct como (nico sistema de
transporte, pero aparte de R. tropici CIAT899 existe otra excepcion. Rhizobium
NGR234 tiene dos sistemas que pueden transportar ADCs. El gen homologo a dctA esta
localizado en el plasmido simbidtico, pero un segundo locus no caracterizado que puede
conferir crecimiento en ADCs, esta localizado en el cromosoma. No se encontrd un
homdlogo a dctB precediendo el promotor de dctA. Ambos sistemas permiten que la
cepa NGR234 crezca en presencia de ADCs como Unica fuente de carbono, pero sélo el

sistema dctA es capaz de mantener la FBN en simbiosis (Slooten, 1992).
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Figura 8: Organizacion del locus kgt en R. tropici. Los triangulos indican la localizacion del
transposon Tn5 (utilizado en la mutagénesis al azar de GAL) en cada mutante, GA1l y GA12.
Abreviaturas de los sitios de restriccion: EcoRl; S, Sal; C, Clal. Figura extraida de Batista y col.

(2009).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis de trabajo

Nuestra hipotesis de trabajo propone que en Rhizobium tropici CIAT899, la
expresion del sistema de transporte Dct, especifico para ADCs (malato, fumarato y
succinato) y el sistema Kgt para 2-oxoglutarato, estan regulados por los sistemas de dos
componentes DctBD y KgtSR, respectivamente. También establecemos que ambos

sistemas reguladores interactan mediante cross-talk en distintos contextos gendémicos.

2.2. Objetivos
2.2.1. Objetivo general

El objetivo de este trabajo es analizar el fenotipo y la expresion del gen dctA en
mutantes dctB y dctAdctB de Rhizobium tropici CIAT899, en condiciones de vida libre.
Ademads, pretendemos analizar el fenotipo de estos mutantes durante su asociacion

simbidtica con P. vulgaris.
2.2.2. Objetivos especificos
I.  Construir mutantes dctB a partir de R. tropici CIAT899 y GAL (dctA).

Il.  Determinar el perfil de crecimiento de R. tropici CIAT899 y GAl y de
sus cepas mutantes dctB incubadas en medio definido (MM) en presencia
de distintas fuentes de carbono.

1. Analizar la expresion del promotor del gen dctA en los mutantes dctB y
dctAdctB al ser incubados en MM en presencia de distintas fuentes de

carbono.

IV. Determinar la capacidad de los mutantes dctB y dctAdctB de nodular y
promover el crecimiento vegetal de P. vulgaris en ensayos de plantas

inoculadas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Microorganismos y plasmidos utilizados

Los microorganismos y plasmidos utilizados en este trabajo se encuentran

listados en la Tabla 1.

Tabla 1: Cepas, plasmidos, fagémidos y cosmidos utilizados y/o mencionados en este trabajo.

Cepas y plasmidos

Escherichia coli

TOP10

Rhizobium tropici
CIAT899

GAl

GAll

GA12

CIAT899.317

GAl.317

GA2
GA21

Caracteristicas relevantes

F* mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80lacZAM15  AlacX74  recAl
araD139 A(ara leu) 7697 galU
galK rpsL (Str') endAl nupG

Cepa salvaje aislada de Phaseolus
vulgaris L., Nal’

CIAT899, mutante derivado por
insercion de interposon y supresion
parcial del gen dctA::Gm'

GAL1 kgtS::Tn5, Gm" Km'

GAL1 kgtR::Tn5, Gm" Km'
CIAT899 kgtP::pHRP317, Km'

GAL1 kgtP::pHRP317, Gm' Km'

CIAT899 dctB::pHD2.1, Km', Am'
GAl dctB::pHD2.1, Km', Am'

Fuente

Invitrogen

Corporation

Graham 'y col.,
(1982)
Batista y  col,
(2001)

Batista y  col,
(2009)

Batista y  col,
(2009)

Batista y  col,
(2009)

Batista y  col,
(2009)

Este trabajo

Este trabajo
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Plasmidos, fagémidos y
césmidos

pBluescript 11 SK

pSK-B

pRTD1

pCR2.1-TOPO

pMB220

pRU103

pSB13

pAB2001

pHD2.1

MATFRIAI FS Y MFTODOS

Fagémido y replicon ColE1, con
regién de M13, Amp'

pBluescript 11 SK con un fragmento
de 6.0 kb EcoRI
pRTD1, con la region codificante
de R. tropici dctBD

Cosmido derivado de pSUP205, de
la  biblioteca

subclonado de

genomica  de
CIAT899, con los genes dct de R.
tropici.

Origen pUC y f1, con lacZ como
gen reportero o testigo, Amp’, Km'
Cosmido IncP, con lacZ como gen
reportero o testigo

Derivado de pMB220 con region
dctA-dctB  de R.
leguminosarum 0.9 kb EcoRlI,
dctA::lacz, Tc'

intergénica

Derivado de pMB220 con region
intergénica kgtP-kgtS de R. tropici
1.5 Kpnl Pstl
Derivado de pUC6S con un
interposon  Gm' lacZ como gen
testigo para identificar y analizar
promotores, Amp'
Derivado de pCR2.1-TOPO
contiene un fragmento de PCR de
la regidn interna de la secuencia

codificante de dctB
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Batista y  col,
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3.2. Medios y condiciones de cultivo bacteriano

Las cepas de R. tropici se cultivaron a 30°C en medio de cultivo liquido con
agitacion orbital a 220 r.p.m. o en medio s6lido con agar a una concentracion final de 18
g/l. R. tropici se cultivd en medio rico TY (Apéndice 1) y para el analisis del perfil de
crecimiento y actividad B-galactosidasa se cultivd en medio definido (MM) (Apéndice
1). Los nutrientes carbonados y nitrogenados se agregaron a una concentracion final de
20 mM.

Escherichia coli se cultivd a 30°C en medio de cultivo liquido Luria-Bertoni
(LB, ver Apendice 1) con agitacion orbital a 220 r.p.m. o en medio sélido con agar a
una concentracion final de 18 g/l (Miller, 1972). Para el mantenimiento de la coleccion
de cepas, de las bacterias crecidas en un caldo rico con antibiético se tomé una alicuota
y se les agreg6 glicerol a una concentracion final del 20%. Estas suspensiones se
almacenaron en tubos a -80°C como fuente de respaldo por periodos prolongados. Los
indculos utilizados en todos los ensayos fueron obtenidos a partir de bacterias cultivadas
en placas de petri con medio rico sélido en presencia de antibioticos. Estas placas se

conservaron a 5°C durante un maximo de 30 dias.

La estimacion del crecimiento bacteriano se efectu6 mediante medidas de
densidad Optica. Para la determinacion del perfil de crecimiento, se efectuaron medidas
a 620nm un colorimetro Erma Modelo AE22. Las medidas de crecimiento para
determinar actividad B-galactosidasa se efectuaron a 600nm en un espectrofotometro
Shimadzu UV1800. Las bacterias se cultivaron en medio TY durante 24 horas en
presencia de antibidticos. Las suspensiones obtenidas se centrifugaron a 6000 r.p.m.
(rotor nimero 12154 de una Centrifuga Sigma 3K30) y se descarto el sobrenadante. Las
células se resuspendieron en el mismo volumen de MM CaCl, 1 mM sin fuente
carbonada ni nitrogenada y esta suspension se utiliz6 como indculo para los ensayos de
crecimiento y determinacion de actividad [-galactosidasa. Las bacterias fueron
incubadas en un agitador orbital a 220 r.p.m. con 5 ml de MM, CaCl, 1 mM, NH,CI 20
mM vy una Unica fuente de carbono, ensayandose cada condicion por triplicado. Se
agregd un volumen de indculo de modo que la D.O.gonm inicial fuera de

aproximadamente 0.05. Los valores incluidos corresponden al promedio de 6 medidas
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determinadas a partir de tres ensayos réplica.

3.3. Antibioticos e indicadores

Los antibidticos se agregaron en las siguientes concentraciones finales: sal
sodica de acido nalidixico (Nal), 50 mg/l; kanamicina (Km), 50 mg/l para cultivar
rizobio y 30 mg/I para cultivar E. coli; sulfato de gentamicina (Gm), 50 mg/l en el caso
de rizobio y 10 mg/l en E. coli; ampicilina (Amp), 50 mg/l y tetraciclina (Tc), 10 mg/I.

Los ensayos en medio sélido para la visualizacion de la actividad de la enzima
testigo B-galactosidasa se desarroll6 por incorporacion de: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-
galactopirandsido (X-gal), 20 mg/I.

3.4. Ensayos de actividad enzimatica

La actividad B-galactosidasa fue determinada por el método de Miller (1972),
con las modificaciones descritas por Poole y col. (1994). Para el analisis de expresion
del gen dctA usamos el cosmido pRU103 (Reid y Poole, 1998). Este cdsmido es un
derivado del vector de amplio espectro pMB220 con la region intergénica de los genes
dctAB de R. leguminosarum clonada en el sitio EcoRI. La construccién de pRU103
permitié generar la fusion génica del promotor del gen dctA (pdctA) con el gen reportero
lacZ. Se efectuaron ensayos control de R. tropici CIAT899, GAL y de sus respectivos
mutantes dctB con el cdsmido pMB220 sin inserto, con el fin de determinar la actividad
basal de la enzima testigo. R. tropici CIAT899, GA1 y sus respectivos mutantes dctB
fueron sembradas en 5 ml de MM por triplicado, en presencia de cada una de las
siguientes fuentes carbonadas: glucosa y las sales sddicas de fumarato, malato,
succinato y 2-oxoglutarato. Para analizar el perfil de crecimiento y la actividad (-
galactosidasa fueron realizadas medidas de densidad 6ptica (D.O.) a 600nm y 420nm
respectivamente.

Para calcular la actividad especifica (AE) de B-galactosidasa se utiliz6 la
ecuacion de Lambert-Beer. Esta relaciona la absorbancia con la concentracion del soluto
analizado mediante una ecuacion: A es la absorbancia de la muestra, a es el coeficiente
de extincion molar, b la distancia que recorre el haz de luz a través de la cubeta 'y C la

concentracion de soluto.
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A=C.b.a

Se calculé la AE como:

AE (n° moles de o-nitrofenilgalactésido hidrolizado. min™. (mg de proteina)™ )
= Auoonm-Vreace. (1.212 ml).10° (factor transf. nmol)/ Asoonm.022 (factor conv.mg prot.
mI™).Veurivo (0.35 ml). T (tiempo en min.). Coef ext. mM (4017.821)

3.5. Técnicas moleculares

3.5.1. Purificacion de ADN plasmidico por lisis alcalina y fragmentos de ADN
a partir de gel de agarosa 1%

El aislamiento de plasmidos, fagémidos y cdsmidos se efectud por el método de
lisis alcalina de acuerdo al protocolo descripto por Ausubel y col. (1992) o empleando
el sistema GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit Fermentas (Maryland, USA). Para el
aislamiento de los plasmidos se partié de 5 ml de un cultivo de E. coli en medio LB,
incubado a 30°C con agitacion orbital a 220 r.p.m. durante 18 horas.

Las electroforesis de ADN se efectuaron en geles de agarosa al 1% en TAE 1x,
de acuerdo a la técnica descrita por Ausubel y col. (1992). Las bandas de ADN se
purificaron a partir de geles de agarosa empleando el DNA Extraction Kit Fermentas
(Maryland, USA).

3.5.2. Digestion de ADN con enzimas de restriccion
Las digestiones con enzimas de restriccion se efectuaron seglin las

especificaciones de la empresa productora de enzimas (Invitrogen, USA). Se utilizaron
las siguientes enzimas: Sall, Bglll, Xhol, Hindlll y Kpnl.

3.5.3. Analisis de la secuencia parcial del gen dctB
En primer lugar se analizé la secuencia de parte de un fragmento nucleotidico

conteniendo los genes dctBD de R. tropici CIAT899 clonado en el sitio EcoRI del
fagémido pBluescriptll SK (pSK-B), obtenido previamente en el Laboratorio de
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Bioquimica del 1IBCE (Batista y col., 2009). La reaccion de secuenciacion se realizé en
la Unidad de Biologia Molecular del Instituto Pasteur de Montevideo (Uruguay),
empleando un secuenciador automatico de 4 capilares, ABI3130 (Applied Biosystems,
USA). Para la reaccion de secuenciacion se utilizaron los oligonucle6tidos T7
(5TAATACGACTCACTATAGGG3) o T3 (5'AATTAACCCTCACTAAAGGGS),
cuyos sitios de union al templado estan ubicados a ambos lados del sitio EcoRI del
vector pBluescript-Il SK. La secuencia de nucledtidos obtenida y la secuencia
aminoacidica deducida se compararon contra la base de datos del Genbank mediante los
programas blastn y blastx, respectivamente. Este analisis confirmé que la secuencia de
690pb obtenida a partir del cebador T7 correspondia a la regién inicial del gen dctB, que

codifica para la proteina DctB (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) (Altschul y col.,

1997). En esta secuencia fue identificado un posible codon de inicio (ATG) en la
posicion 170 (ver Figura 9). Posteriormente, la secuencia del fragmento de dctB fue
empleada para el disefio de oligonucleotidos dirigidos a amplificar un fragmento interno
de la region codificante del potencial gen dctB, que no incluyera el posible ATG de
inicio. Los oligonucleotidos fueron disefiados utilizando el programa Primer Premier
5.0 (Premier Biosoft International), y fueron sintetizados por la empresa SBS (SBS
Manufacturers China). Dichos oligonucledtidos de secuencia 5
GCCAACGAACGATTTCTAACGC 3" (BDSK1) y 5" TCGCACCTGCTGATCGTCG
3" (BDSK?2) corresponden a las secuencias nucleotidicas ubicadas en las posiciones 31
y 269 respectivamente, con relacion al primer nucleodtido de la secuencia codificante

deducida que generaria la proteina sensor DctB (Fig. 9).

3.5.4. Amplificacién del gen dctB

La region intragenica del gen dctB fue obtenida mediante PCR utilizando los
oligonucledtidos cebadores anteriormente mencionados. Cada reaccion se llevo a cabo
con 2.5 pl de buffer de PCR 10x conteniendo MgCl, 20 mM, 2 pl de dNTPs 2.5 uM,
0.2 ul de enzima Taq ADN polimerasa 5 U/ul (Invitrogen), 1 pl de cada cebador
(oligonuclettidos BDSK1 y BDSK?2) 20 uM vy agua bidestilada c. s. p. 25 ul. Se utilizé
como molde de ADN, 1 pl del plasmido pSK-B, 1 pl del gen dctB clonado en los sitios
EcoRI del pldésmido pCR2.1-TOPO (pHD2.1) extraidos por lisis alcalina (o agua en el
caso del control negativo). Se emple6 un termociclador Px2 Thermal Cycler (USA) con
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el siguiente programa: una etapa de desnaturalizacién inicial durante 5 min a 94°C,
seguido por 5 ciclos que consistieron en: 30 s a 94°C, 30 s a 60.5°C y extension por 30 s
a 72°C. Luego se prosiguio con 25 ciclos de: 30 s a 94°C, 30 s a 59.5°C y 30 s a 72°C. El

programa finalizd con una extensién de 4 min a 72°C.

3.5.5. Ligacion de productos de PCR

Para clonar los productos amplificados aprovechamos la capacidad de la Taq
ADN polimerasa de adicionar residuos de adenina (A) al extremo 3" de los productos de
PCR (debido a la incorporacién preferencial de dATP) dando lugar a extremos de
simple cadena con la capacidad de aparearse con secuencias monohebra con residuos de
timina (T). En este caso, fue utilizado el vector pCR2.1-TOPO, el cual cuenta con
extremos monohebra con residuos de T en el extremo 3. Este vector forma parte del kit
TOPO TA Cloning® (Invitrogen, USA). Para el clonado del producto de PCR se
procedid de acuerdo con el protocolo descripto en el manual del Kit (Invitrogen, USA).
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GAATTHNANCAGNCCTCCGACTGTTTCATCATCCTTTNCNNNTGGCCGTGCCARATECGCG

R e I i o B s s e e SRR S e mas nan e o 60

CTTAANTHNGTCHNGGAGGC TGACARAGTAGTAGGAALANGNNNACCGGCACGETTTACGCGC

CCATGATTTTAACACATTGCTTT TATTGAGTTTTGATTTCCGEGCGCEGEATCGRAAGGTCGT
B T T T R B CRCRI BT SRR 120

GETACTAA L A TTGTGTAACGAARATAACTCARMACTRALAGGCCGCGCCTAGCTTCCAGCA

CGGCCTGIGCGACTATCCGCACAGATCCGAATTGCGETGCGCGCCARATCATGCACARTAC

B T R R T R 180

GCCGEACACGCTGATAGGCEGTGTCTAGCTTARCGCCACGCGCGCTTTAGTACGTGTTATG
BDSK1

GGCAATECTECAGCGCCCEECCARCEARACCATTTCTAACGC CAGAGCARCTGEECCEECG

B R T R 240

CCETTRACGRCGTCGCGEGECCGGETTGCTTGCTARAGATTGCGGTCTCGTTGACCCGECCGT

CTCCCGECCGEETCTIGECTCGTGTTTGCGTTTCTAAGTGCEECTETCATTGCGEGCTGEACT
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ITATGGCGCGAAT T TCTATGETCGGCTCTCGGCAATAGRAAACGCTGCAGAGGCAGGGECA

B i e e S 1

ARTACCGCGCTTARAGATACCASCCGAGAGCCGTTATCTTTGCGACGTCTCCGTCCCCGET
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ITGCCGCTICTTGC TGO CGACGATCAGCAGETGCGAGATGCGCTCGCCCAGRAGCACATNG
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ACGGCGAGRAACGACCGECTGCTAGTCGTCCACGCTCTACGCGAGCGEGCTCTTCGTGTANC

ACGATGTTGTTGCCCTGEGACCGCARGNNCGRARAGTCNCGTCTCGGECACCAGCGCATCCGS
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TGCTACARACARCGEGACCTGGCGTTCHNGCTTTCAGNGCAGAGCCCGTGGTCGCGTAGEC
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TTGANTTTNCGTCCGGCAATGACTATTTCCNTCCCNCARTTATTTCCCGCRAARGNCCAAT
1 [ [l [ L 1 1 [ L [ Il 1 ]
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ARCTHARANGCAGGCCGTTACTGATALAGENAGGGNGTTAATARAGGECGTTTCHNGGTTA
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CCCTTTTGNCCHNNTNGGCGGENTNGTHAR
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Figura 9: Secuencia nucleotidica parcial del gen dctB ligada al vector pSK-B. En el recuadro
amarillo se encuentra el probable codén de inicio de la secuencia codificante. Los recuadros
verdes sefialan las secuencias de union a los cebadores BDSK1 y BDSK2 utilizados para
amplificar por PCR una region interna al gen dctB (ver Materiales y métodos). Secuencia de los
cebadores: BDSK1, 5 GCCAACGAACGATTTCTAACGC; BDSK2: 5
TCGCACCTGCTGATCGTCG.

Tesina de grado de la Licenciatura en Biologia. Facultad de Ciencias, UdelaR.




MATFRIAI FS Y MFTODOS

3.6. Técnicas genéticas

3.6.1. Transformacion bacteriana por choque térmico de E. coli

Alicuotas de 100 pl de células de E. coli TOP10 quimicamente competentes
(Ausubel, 1992) fueron incubadas durante 20 minutos en bafio de hielo con 10 ul del
producto de clonado. La mezcla fue sometida a un choque térmico durante 2 minutos a
42°C, seguido de una incubacion en hielo por 10 minutos. Posteriormente, la suspension
de células fue incubada en 1 ml de medio LB a 30°C durante 1 hora en un agitador
orbital a 220 r.p.m. Alicuotas de esta suspension fueron posteriormente aplicadas por
“rastrillado” en placas de petri con medio LB so6lido en presencia de Km y X-Gal.

3.6.2. Transformacién bacteriana por choque eléctrico de R. tropici

El clon conteniendo el vector plasmidico pCR2.1-TOPO vy el fragmento del gen
dctB amplificado mediante PCR se transfiri6 a cepas de R. tropici por electroporacion
con un MicroPulser TM (Bio Rad, CA), preprogramado para transformar células de
Agrobacterium tumefaciens. Para la electroporacion, la suspension de células
electrocompetentes (100 pl) (Ausubel, 1992) fue mezclada con 5 pl de la mezcla de
clonado mencionada inicialmente. Luego, se colocé la suspension en cubas de
electroporacion estériles (2 mm) para ser sometida a un choque eléctrico en el
electroporador. Seguidamente, 1 ml de caldo TY fue adicionado a la mezcla y la
suspension de células se transfiri6 a tubos de microfuga estériles. Estos tubos se
incubaron por 1 hora a 30°C en un agitador orbital a 220 r.p.m. Posteriormente, se
extendieron alicuotas de 100-200 ul de esta suspension por rastrillado en placas de petri
con medio TY solido en presencia de los antibidticos necesarios para seleccionar las
cepas de R. tropici usadas como huésped y el vector transferido (ver Tabla 1).

3.7. Técnicas bioquimicas

3.7.1. Ensayos de plantas

Las semillas de P. vulgaris se esterilizaron superficialmente por inmersiones
sucesivas en etanol 95% durante 1 min, en HgCl, 0.2% en HCI 60 mM por 5 min y 6
lavados en agua destilada estéril. Las semillas se incubaron en placas de petri estériles
que contenian agua agar 0.8% a 30°C durante 24 a 48 horas para que germinaran. Por
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otro lado, los rizobios a ensayar se cultivaron en 5 ml de medio TY liquido durante 24
horas en presencia de antibidticos. Los cultivos se centrifugaron a 6000 r.p.m. en el
rotor nimero 12154 de una Centrifuga Sigma 3K30, se lavaron las células en medio
definido (MM) sin fuente nitrogenada y finalmente se resuspendieron en MM para
alcanzar una D.O.s20nm = 1. Las semillas pregerminadas se sumergieron en la suspension
celular a 30°C en la oscuridad durante 2 horas. Luego, las semillas germinadas se
colocaron en bolsas de polipropileno de 12 cm x 24 cm con papel de mimedgrafo como
soporte, previamente esterilizadas en autoclave. Estos papeles fueron preparados con
doblez y dos orificios para que se pudiesen colocar dos semillas por bolsa enfrentando
las raices a los orificios correspondientes. Se utilizé solucion nutritiva Jensen (Vincent,
1970) como medio de riego semanal y agua estéril para los riegos diarios en caso de ser
necesario. Las semillas inoculadas se transfirieron a las bolsas y se incubaron durante 30
dias en cuartos especialmente acondicionados a 24°C con fotoperiodos de 12 horas. En
todos los casos se determiné el peso seco de la parte aérea de la planta de acuerdo a la
técnica descrita por Somasegaran y Hoben (1994).
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4. RESULTADOS

4.1. Ensayo de actividad p-galactosidasa del pdctA en las cepas CIAT899 y GA1
(dctA) de R. tropici

El césmido pRU103 fue disefiado originalmente para analizar la expresion del
gen dctA, proveniente de R. leguminosarum, mediante la fusién de su promotor al gen
lacZ (Reid y Poole, 1998). En nuestro caso utilizamos pRU103 para analizar la
expresion del gen dctA en R. tropici. Este gen, més alld de su origen heter6logo, esta
bastante conservado en el genoma de los rizobios clasicamente estudiados. Es por ello
que lo incluimos y obtuvimos resultados satisfactorios en los ensayos de expresion en
presencia del sistema de dos componentes DctBD, propio de R. tropici. Las cepas de
rizobio con el pldsmido pRU103 se sometieron a diferentes condiciones de crecimiento.
El cdsmido pMB220 (Tabla 1) se utiliz6 como vector control. Las graficas de la Figura
10 muestran la actividad del pdctA en GA1 (dctA) y CIAT899 incubadas en MM CaCl,
1 mM, NH4CI 20 mM durante 24 horas, en presencia de glucosa o las sales sddicas de
succinato, 2-oxoglutarato, malato o fumarato como Unicas fuentes de carbono. En
CIAT899, la expresion de pdctA fue notoriamente elevada en presencia de malato y
fumarato. Por el contrario, en glucosa, succinato o 2-oxoglutarato, los niveles de
actividad fueron levemente superiores a los obtenidos en la cepa control
CIAT899(pMB220). En GAL, dctA mostro niveles de actividad muy similares para
todas las fuentes de carbono utilizadas y superiores a los obtenidos en la cepa control
GA1(pMB220).

La enzima testigo B-galactosidasa en CIAT899(pMB220) present6 una actividad
basal de 90.21 nmoles.min™.(mg prot.)?, y en GA1(pMB220) de 39.91 nmoles.min’
! (mg prot.)™. En las graficas se muestra la desviacién estandar de los valores obtenidos
en cada ensayo.
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Figura 10: Actividad de enzima testigo B-galactosidasa en R. tropici CIAT899 y R. tropici GA1
(dctA::Gm” con el plasmido pRU103 (pdctA::lacZ). CIAT899(pMB220): 90.21 nmoles.min’
'.(mg prot.)'+11.12. GA1(pMB220): 39.91 nmoles.min™.(mg prot.)* + 4.93. Abreviaciones:
Glu, glucosa; Succ, succinato; Fum, fumarato; Mal, malato y Oxo, 2-oxoglutarato. NH,: fuente
nitrogenada, NH,Cl. Las células fueron incubadas en TY durante 24 horas, y se tomé una
alicuota como indculo para los ensayos de actividad B-galactosidasa de acuerdo a lo descrito en
Materiales y métodos. Se sembré en tubos por triplicado para cada fuente de carbono.

Ambas cepas de R. tropici (CIAT899 y GA1) se incubaron en MM CaCl, 1 mM, NH,CI
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20 mM, con las fuentes carbonadas mencionadas en cada caso.

4.2. Construccion de mutantes en el gen dctB

Se llevaron a cabo dos estrategias de construccion de mutantes en el gen que
codifica para la proteina sensor DctB en las cepas CIAT899 y GAL. En el marco de la
primer estrategia, la region dctBD subclonada en el vector pSK-B (Tabla 1) fue
analizada parcialmente por medio de la construccion de un pequefio mapa de
restriccion. El conocimiento de algunos sitios de restriccion permite identificar posibles
puntos diana que podrian utilizarse para la insercién del interposén (con gen que
confiere resistencia a Gm y gen lacZ) proveniente del plasmido pAB2001 (Tabla 1). El
interposon aislado por medio de la digestion con enzimas especificas seria
posteriormente inserto en el ORF dctBD, previamente digerido con las mismas enzimas
u otras que generen extremos cohesivos. Para dicho proposito se realizaron digestiones
simples y dobles de pSK-B con distintas enzimas de restriccion (ver Materiales y
Métodos). Sin embargo, no fueron hallados sitios factibles para una insercion exitosa
del interposon, optando por disefiar una segunda estrategia para la construccion de los

mutantes.

En la segunda estrategia, fueron construidos mutantes de CIAT899 y GAL del
gen dctB empleando un plasmido suicida conteniendo un fragmento de ADN
correspondiente a una region interna del ORF del gen dctB. Para obtener el mutante
dctB, se promovid la insercion del plasmido suicida mediante recombinacion entre el

cromosoma de CIAT899 (o GA1) y el fragmento interno del gen dctB.

4.2.1. Procedimiento

Un fragmento correspondiente a una region interna de dctB (Fig. 11) se aislé
mediante PCR a partir de pSK-B, utilizando los cebadores BDSK-1 y BDSK-2
disefiados como se detallé previamente (ver Materiales y métodos). La secuencia parcial
del gen dctB obtenida correspondia a 257pb de la region codificante de dicho gen. El
producto de PCR y el pldsmido pCR2.1-TOPO (Fig. 12) se mezclaron para promover el
clonado, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La mezcla de reaccion se uso

para transformar, por shock térmico, células de E. coli TOP10 quimicamente
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competentes. Los clones conteniendo el producto deseado deberian ser capaces de
crecer formando colonias blancas, al ser sembrados en placas con medio LB Km X-Gal.
Mediante lisis alcalina se obtuvieron las preparaciones plasmidicas provenientes de
cuatro colonias blancas y una azul (como control negativo) de las E. coli TOP10
transformadas. Luego, una alicuota de las preparaciones plasmidicas se digiri6 con
EcoRI y se analiz6 por electroforesis. En el caso de las preparaciones plasmidicas
obtenidas de las colonias blancas, en la electroforesis se visualizd una banda del tamafio
correspondiente al fragmento de dctB clonado y una del tamafio del pldsmido. Sin
embargo, en el caso de las preparaciones plasmidicas obtenidas de la colonia azul, en la
electroforesis se visualiz6 solo una banda correspondiente al tamafio del plasmido. Por
lo tanto, se confirmd la presencia del producto de clonacion en las colonias blancas.
Luego, los plasmidos con el fragmento de dctB clonado (pHD2.1) de las colonias
blancas sin digerir se transfirieron por electroporacion a las cepas CIAT899 y GAL. El
plasmido pHD2.1 contiene determinantes de resistencia a ampicilina y kanamicina, y no
es replicable en rizobio (ver Tabla 1). Su persistencia en rizobios se lograria mediante la
formacién de un cointegrado. Se realizé un esquema de los cointegrados a obtener y se
dedujo la formacién de dos posibles, los cuales diferirian en la sintesis 0 no de DctB,
dependiendo del sentido de insercién del fragmento dctB (Fig. 13).

En los cointegrados, el inserto de pHD2.1 correspondiente a una region interna e
inicial del gen dctB se duplica, localizandose una copia en cada extremo del plasmido
lineal inserto en el cromosoma del rizobio. En uno de los casos, uno de los extremos del
plasmido contendria asi una copia del fragmento dctB (sentido 5-—3") precedido por un
coddn de inicio ATG vy el promotor plac, respectivamente y seguido del resto del gen
dctB gendmico (ver Figura 13). Mediante el analisis de la secuencia del fragmento de
dctB se comprobd que si este fragmento esta clonado en el mismo sentido del plac, no
se generan cambios en el marco de lectura y es posible transcribir el ORF dctB
modificado s6lo en los primeros aminoacidos (Fig. 13, A). Por lo tanto, el cointegrado
resultante seria capaz de codificar para una proteina de fusién sensor funcional, debido a
la intervencion del ATG del vector y del promotor fuerte, plac. Por el contrario, se
comprobd que si el sentido del fragmento dctB (sentido 5'—»3") diverge con respecto al
sentido del plac (Fig. 13, B), se imposibilitaria la sintesis de una proteina DctB
funcional a pesar de la presencia del codén ATG y del plac.
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Previamente a la electroporacion y con el fin de descartar la formacion del
cointegrado indeseado, se determind el sentido del inserto con respecto al plasmido
mediante PCR de varias muestras de pHD2.1. Cada una de las preparaciones
plasmidicas se someti6 a PCR utilizando los siguientes pares de cebadores en
reacciones independientes: M13F/BDSK1 y M13F/BDSK2 (ver Figura 14). El sentido
del inserto determind que pares de cebadores generaban un producto de amplificacion
de tamafio esperado. En aquellas muestras donde hubo amplificacion con los cebadores
M13F y BDSK2, y no con los cebadores M13F y BDSK1, se confirmd que el sentido de
sintesis del inserto dctB (sentido 5— 3") era divergente al de plac. Por lo tanto, fueron
seleccionadas para electroporar CIAT899 y GAL.

Para identificar a los mutantes se utilizé un criterio de seleccion por fenotipo de
resistencia a antibidticos. La cepa mutante derivada de CIAT899 capaz de crecer en
medio TY sdlido en presencia de Nal Km, se denomind GA2. La cepa mutante derivada
de GAL capaz de crecer en medio TY soélido en presencia de Nal Km Gm, se denomind
GAZ21. Se seleccion6 un clon derivado de cada una para los estudios posteriores.
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257pb

Figura 11: Electroforesis del fragmento interno del gen dctB obtenido por una reaccién de PCR
generada a partir del vector pSK-B utilizando los cebadores BDSK1 y BDSK2. Carril 0:
marcador molecular Ladder Plus 1Kb (Fermentas, USA). Carril 1: control negativo. Carril 2:
producto de PCR de 257pb (ver Materiales y métodos).
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lacin ATG
M13 Reverse Primer |

CAZ AR

R ERR RACR GCT ATG ACK
T

Hird 111 Kcin | Sani.: | ?zrraH | Sper |

Bsfx | EcoR | Er:nI::IFE I

GTA ACE GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT G GEC GAA TTC TGO
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT ARG CGG GA TTC CCG CTT AAG ACG

T7 Promoler M13 Forward (-20) Prirmar
BGT GAG TCG TAT T \T TCA [CTG GCC GTC GTT TTA CRA CGT CGT GAC TGEE GAR ABAC
TCA CTC AGC ATA AT TA ARGT |GAC CGE CAG CAR RAT QUT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Figura 12: Vector pCR2.1-TOPO. Se indica el sitio de clonado del producto de PCR (fragmento
dctB), los sitios de restriccion y de union de los cebadores M13R y M13F. Figura extraida del
manual del kit TOPO TA Cloning (Invitrogen, USA).

Tesina de grado de la Licenciatura en Biologia. Facultad de Ciencias, UdelaR. 51



RESULTADOS
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Figura 13: Esquema representativo de cointegrados. A; Gen dctB en el genoma de R. tropici, y
vector pCR2.1-TOPO ligado al producto de PCR obtenido con los cebadores BDSK1 y BDSK?2
a partir del gen dctB. Esquema de los posibles cointegrados: B; el sentido del promotor
contenido en el vector tiene el mismo sentido que el gen dctB y puede sintetizarse una proteina
de fusion bajo el promotor fuerte placZ. C; el sentido del promotor placZ diverge con respecto
al del gen dctB. Las flechas celestes representan el sentido de sintesis de dctB y del fragmento
de dctB. Los origenes de replicacion del vector no se representaron en los cointegrados. Esta
representado en color naranja la region del gen dctB obtenida por PCR, en lila el gen dctB, en
verde su promotor, en amarillo se representan los sitios de union a los cebadores M13R y
M13F, y con lineas cruzadas, el evento de recombinacion.
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Figura 14: Electroforesis de productos de PCR. Se utilizaron los cebadores M13F/BDSK1 en
los carriles pares, y los cebadores M13F/BDSK2 en los carriles impares. Carriles 0-8: se utilizo
como ADN molde, plasmido purificado de cuatro clonas de E. coli blancas. Carriles 9: se utilizo
como ADN molde, plasmido purificado de una clona de E. coli azul. Carril 10: control negativo
sin ADN.

4.3. Perfil de crecimiento de las cepas salvajes y mutantes

En las Figuras 15 y 16 se representa el perfil de crecimiento de las cepas
CIAT899, GAL (dctA), GA2 (dctB) y GA21 (dctAdctB) crecidas en MM con CaCl, 1
mM, NH;Cl 20 mM como fuente de nitrégeno y en presencia de glucosa o las sales
sodicas de malato, succinato o fumarato como Unicas fuentes de carbono, segln se

indique en cada caso.

La cepa CIAT899 crecié en todas las fuentes de carbono utilizadas. El
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crecimiento en glucosa alcanzoé la mayor D.O.s20nm €n la medida efectuada a las 35 horas
de incubacion (0.480). Esta D.O. es mayor que los valores obtenidos al usar succinato,
fumarato o malato como fuentes de carbono. En las primeras 10 horas de incubacién, la
velocidad de crecimiento fue mayor al usar glucosa o malato como fuentes de carbono.
La cepa GAL creci6 en glucosa y succinato pero no en malato o fumarato como fuentes
de carbono. La curva de crecimiento en glucosa alcanzd valores de D.O.g2onm MAs
elevados y mostrd una pendiente mayor en relacion a la curva de crecimiento obtenida
en presencia de succinato. De forma similar a GAL, los mutantes GA2 y GA21
obtenidos de CIAT899 y GA1 respectivamente, crecieron utilizando como Unicas
fuentes de carbono glucosa o succinato y alcanzaron los mismos niveles de crecimiento
que GAl. Ambas cepas mutantes mostraron una muy reducida habilidad de crecer
utilizando malato o fumarato como fuentes de carbono. Las curvas de crecimiento de
GAZ2 fueron similares a las de GAL1. En cambio, GA21 presentd un crecimiento mas
lento en succinato y glucosa.

Las cuatro cepas también fueron incubadas en MM con CaCl, 1 mM, NH,ClI 20
mM y glucosa o 2-oxoglutarato como Unica fuente de carbono. Todas las cepas fueron
capaces de crecer al ser incubadas en estas fuentes de carbono (no se muestran los
datos).
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Figura 15: Perfil de crecimiento de R. tropici CIAT899 y su mutante dctB (GA2) cultivadas en
MM con CaCl, 1 mM y NH,CI 20 mM como fuente de nitrégeno. Las fuentes carbonadas
fueron afiadidas a una concentracion final 20 mM. Abreviaciones: glu, glucosa; suc, succinato;
mal, malato;fum, fumarato.
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Figura 16: Perfil de crecimiento de GA1 y su mutante dctB (GA21) cultivadas en MM con
CaCl 1 mM y NH,CI 20 mM como fuente de nitrogeno. Las fuentes carbonadas fueron
afiadidas a una concentracion final 20 mM. Abreviaciones: glu, glucosa; suc, succinato; mal,

malato; fum, fumarato.
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4.4. Ensayo de actividad p-galactosidasa del pdctA en las cepas GA2 (dctB) y GA21
(dctAdctB) de R. tropici

En la gréfica de la Figura 17 se muestra la actividad del promotor dctA en los
mutantes GA2 (dctB) y GA21 (dctAdctB) incubados en MM CaCl, 1 mM, NH,4CI 20
mM durante 24 horas, en presencia de glucosa o las sales sodicas de succinato, 2-
oxoglutarato como Unicas fuentes de carbono. En GA2, la expresion de pdctA no fue
inducida en presencia de glucosa, succinato o 2-oxoglutarato ya que present6 niveles de
actividad del orden del control. Por el contrario, en GA21 el pdctA se indujo
fuertemente en glucosa, succinato o 2-oxoglutarato a niveles muy superiores a los
obtenidos en la cepa control GA21(pMB220) e incluso en GA2.

La cepa GA21 present6 un perfil de induccion del promotor pdctA similar al de
la cepa GAL (dctA) de la cual se origind. Por lo tanto, esto no nos permite confirmar que
GAZ21 sea el mutante dctAdctB deseado. No se descarta que pudiéramos estar tratando
con un mutante espontaneo de GAL que habria adquirido resistencia a Km en alguno de
los pasos de seleccion.

La enzima testigo B-galactosidasa en GA2(pMB220) presentd una actividad
basal de 118 nmoles.min™.(mg prot.)™. En la grafica se muestra la desviacién estandar

de los valores obtenidos en cada ensayo.
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Expresion del promotor dctA en GA2 y GA21
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Figura 17: Actividad de enzima testigo P-galactosidasa en las cepas GA2 (dctB) y GA21
(dctAdctB) de R. tropici con el pldésmido pRU103 (pdctA::lacZ). GA2(pMB220): 118
nmoles.min™.(mg prot.)™. Abreviaciones: Glu, glucosa; Succ, succinato y Oxo, 2-oxoglutarato.
NH,: fuente nitrogenada, NH,CI. Las células fueron incubadas en TY durante 24 horas, y se
tomo una alicuota como indculo para los ensayos de actividad [3-galactosidasa de acuerdo a lo
descrito en Materiales y métodos. Se sembrd en tubos por triplicado para cada fuente de
carbono.
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4.5. Ensayo de nodulacion de P. vulgaris

El fenotipo de los mutantes dctB también fue analizado en simbiosis con P.
vulgaris. En la Tabla 2 se presentan los resultados obtenidos a partir de plantas
inoculadas con las cepas CIAT899, GA1 (dctA), GA2 (dctB) y GA21 (dctAdctB). Los
valores presentados para cada condicién o cepa corresponden al promedio de 6 réplicas
del ensayo. Las plantas inoculadas con las distintas cepas fueron crecidas durante 30
dias antes de ser analizadas. El peso seco de la parte aérea se determiné de acuerdo a lo
descrito en Materiales y métodos.

Tabla 2: Ensayo de nodulacion de P. vulgaris con las cepas de R. tropici CIAT899, GAl
(dctA), GA2 (dctB) y GA21 (dctAdctB).

Cepa o condicion Nodulacion Peso seco de la parte aérea
2(g. planta ™)

CIAT899 + 0.16 £ 0.01
GAl + 0.11 +0.02
GA2 + 0.14 + 0.02
GA21 + 0.10 + 0.02
Con NO; - 0.26 + 0.05
Control ° - 0.14 +0.02

2 El peso seco de la parte aérea se determiné a los 30 dias luego de inocular las plantas
y se promedio a partir del peso obtenido de 6 plantas en cada condicién.

®Se utilizaron plantas control sin inocular y sin NO
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5. DISCUSION

5.1. Ensayo de perfil de crecimiento y actividad 3-galactosidasa del pdctA en las
cepas CIAT899 y GAL (dctA) de R. tropici

La asociacion simbidtica rizobio-leguminosa ha sido estudiada ampliamente y en
profundidad en virtud de su importancia econdmica y ambiental, ligada a la disminucion

del uso de fertilizantes nitrogenados en la agricultura mundial.

Como se menciono previamente, los ADCs son esenciales para la FBN llevada a
cabo por el bacteroide en el nddulo. Por lo tanto, el transporte y catabolismo de estos
compuestos son necesarios para el mantenimiento de una simbiosis eficiente. El sistema
de transporte de Dct especifico para ADCs esta conservado entre varias especies de
rizobios. Dada su importancia en la FBN, este trabajo se dirigié al analisis del sistema
Dct en la cepa modelo de R. tropici CIAT899. A los efectos de estudiar este sistema y la
funcion transportadora de la proteina DctA en R. tropici CIAT899, en un principio se
analizé la respuesta del promotor del gen dctA bajo distintas condiciones de crecimiento
y contextos genomicos. Para esto se empled el césmido pRU103 que, como se
menciond en los Resultados, contiene el promotor pdctA de R. leguminosarum y el gen
lacZ como gen testigo o reportero (Reid y Poole, 1998).

Se analizo el perfil de actividad de la enzima testigo B-galactosidasa, en las
cepas CIAT899 y GA1 (dctA) conteniendo el coésmido pRU103. La cepa CIAT899 fue
capaz de crecer en todas las fuentes de carbono analizadas, incluyendo carbohidratos y
acidos organicos. El analisis de actividad enzimatica B-galactosidasa permitio establecer
que el promotor pdctA fue altamente inducido en presencia de malato y fumarato de
sodio. Sin embargo, en glucosa o en succinato o 2-oxoglutarato de sodio, los niveles de
actividad fueron levemente superiores a los obtenidos a partir de la cepa salvaje con el
vector sin inserto, usada como cepa control CIAT899(pMB220). El perfil de actividad
B-galactosidasa de la cepa CIAT899 confirmd que los ADCs (principalmente, malato y
fumarato de sodio), inducen el sistema Dct (ver Figura 10).

La cepa mutante GAL (dctA) fue incapaz de crecer en presencia de los ADCs
analizados, a excepcion de succinato, donde exhibid un crecimiento significativo,

aunque menor que el de la cepa salvaje. De acuerdo con los estudios previos

Tesina de grado de la Licenciatura en Biologia. Facultad de Ciencias, UdelaR. 60



DISCUSION

desarrollados en este laboratorio, el crecimiento de GA1 en presencia de succinato se
debe a la funcion del sistema de transporte Kgt, especifico para 2-oxoglutarato (Batista,
2009). La expresion del promotor pdctA fue inducida en presencia de todos los sustratos
analizados, incluyendo carbohidratos y acidos organicos. La glucosa, y las sales sodicas
de succinato, fumarato, malato y 2-oxoglutarato, fueron capaces de inducir la expresion
del gen dctA a niveles comparables entre ellos. En el caso de glucosa y succinato, la
actividad B-galactosidasa fue casi 2.5 veces mayor que la de CIAT899 cultivada en las

mismas condiciones.

De acuerdo con los trabajos previos de Reid y Poole (1998), en ausencia de la
permeasa DctA en GA1 (dctA), el sistema de dos componentes DctBD perderia su
especificidad y actuaria de forma promiscua. Los mutantes dctA de otros rizobios y de
Pseudomonas aeruginosa, incubadas en condiciones similares a las estudiadas en este
ensayo, expresarian una proteina DctB que estaria en un estado “activo”, capaz de
reconocer un mayor espectro de sustratos o condiciones ambientales inductoras no
especificas. Esta proteina DctB se autofosforilaria en todas las condiciones analizadas,
se transferiria el grupo fosfato a DctD y se induciria la transcripcion de dctA (Reid y
Poole, 1998; Valentini y col., 2001). De este modo, DctB actuaria como sensor y DctA,
ademas de ser la permeasa del sistema, regularia a la proteina DctB para la correcta
deteccidn y especificidad de la sefial. Se ha propuesto que DctA actuaria sobre DctB,
previniendo su autofosforilacion en ausencia de ADCs. DctA controlaria asi
negativamente su propia sintesis (Yurgel y Kahan, 2004). Se debe destacar que, en la
cepa salvaje, la proteina DctA se expresaria a un bajo nivel en condiciones no inducidas.
Sin embargo, esta baja expresion de DctA seria suficiente para controlar la actividad de
DctB.

Por otra parte, el perfil de actividad B-galactosidasa del promotor pdctA del
cdésmido pRU103, permitié confirmar que R. tropici se comportaria de modo similar a
R. leguminosarum en lo que se refiere al control de la expresion del promotor pdctA por
medio de DctBD (Reid y Poole, 1998). Sin embargo, el origen heterélogo de pdctA no

permite realizar conclusiones definitivas.

Por otro lado, Reid y Poole (1998) lograron establecer que al incubar R.
leguminosarum o su mutante dctA en condiciones limitadas de nitrogeno, pdctA era

inducido, participando en este comportamiento el sistema DctBD y la proteina
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reguladora NtrC. Estos investigadores analizaron el efecto sinérgico que ejerceria la
proteina reguladora NtrC en el transporte de ADCs en R. leguminosarum. Al usar
amonio como fuente nitrogenada, los ADCs inducian la expresion del gen dctA de
forma regular. Al sustituir el amonio por glutamato o aspartato como fuente de
nitrégeno, el sistema regulador del metabolismo del nitrégeno NtrBC modificaria la
expresion del gen dctA, incrementando el efecto inductor de DctD.

Por otro lado, también fue comprobado que en ausencia de DctA, pdctA podria
ser inducido bajo condiciones de estrés osmatico o carencia de calcio (Batista, 1992).
Por lo tanto, se podria sugerir que la sobreinduccion de pdctA en GAL seria
consecuencia de la hipersensibilidad de DctBD en ausencia de dctA (como se discutid
previamente), que detectaria ciertas condiciones de “estrés” como inductores. Estas
condiciones de “estrés” no afectarian la expresion de pdctA en la cepa salvaje.

Batista y colaboradores (2009) determinaron los perfiles de crecimiento y de
actividad B-galactosidasa del promotor de la permeasa KgtP (pkgtP) en R. tropici
CIAT899 y en los mutantes GAl (dctA) y CIAT899.317 (kgtP) incubados en
condiciones similares a las realizadas en este trabajo (Tabla 1). Para determinar la
actividad enzimatica B-galactosidasa de las cepas mencionadas se emple6 el cdsmido
pSB13 que contiene el promotor pkgtP de R. leguminosarum y el gen lacZ como gen
testigo o reportero (Batista., 2009; ver Tabla 1). En la cepa salvaje, el promotor pkgtP se
indujo especificamente en presencia de 2-oxoglutarato de sodio. En GAL, sin embargo,
se comprobd que al incubar las células en presencia de glucosa, o las sales sodicas de
succinato, malato, fumarato o 2-oxoglutarato como Unicas fuentes de carbono, el pkgtP
se expresaba a niveles uniformemente mayores que en la cepa salvaje, habiendo una
marcada induccion en presencia de succinato y 2-oxoglutarato. Con el propoésito de
estudiar este comportamiento, Batista y colaboradores (2009) disefiaron los mutantes
GA1l (dctAkgtS) y GAL12 (dctAkgtR) y analizaron la actividad B-galactosidasa del
promotor pkgtP en estos contextos gendmicos y en condiciones similares a las de este
trabajo (Tabla 1). Los investigadores concluyeron que la expresion del promotor pkgtP
era muy baja en todas las condiciones de crecimiento comprobando asi, que el sistema
KgtSR seria fundamental para su induccion. Por lo tanto, en GA1 donde el promotor
pkgtP fue altamente inducido en succinato, estaria mediando el sistema KgtSR, algo que

no sucede en la cepa salvaje. Por lo tanto, se comprob6 que existiria una interaccion
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entre los sistemas KgtSR y DctBD en ausencia de la proteina DctA.

Por otro lado, en el caso de la cepa mutante CIAT899.317, la induccion de pkgtP
se vio afectada por la ausencia de KgtP, ya que el nivel de expresion fue superior al
obtenido al incubar CIAT899 (0 GAL) en presencia de glucosa, o las sales sodicas de
succinato, fumarato, malato o 2-oxoglutarato. En este caso, se sugirié que ante la
ausencia de KgtP, la proteina sensora KgtS seria mas sensible a la presencia de distintos
carbohidratos y &cidos organicos aumentando la induccion de pkgtP (Batista y col.,
2009). Este comportamiento del sistema KgtSR-KgtP seria similar al de DctBD-DctA.
Sin embargo, el perfil de expresion de pdctA en CIAT899.317 fue similar al obtenido en
la cepa salvaje. Esto indicaria que las alteraciones en el sistema Kgt, no afectarian el

funcionamiento del sistema Dct.

5.2. Comportamiento de los mutantes dctB en condiciones de vida libre y en
simbiosis con P. vulgaris.

5.2.1. Perfil de crecimiento en MM de las cepas mutantes

En algunos rizobios, el sistema de dos componentes DctBD es transcripto desde
un promotor constitutivo Gnico que precede al gen dctB (Reid y Poole, 1998). Los genes
dctBD de R. tropici podrian estar acoplados transcripcionalmente. En ese caso, la
insercion del plasmido pHD2.1 en dctB impediria la sintesis de las dos proteinas DctB y
DctD funcionales. Sin embargo, ain si los mutantes dctB pudiesen sintetizar una
proteina DctD funcional, ésta no se deberia activar debido a la ausencia de DctB. A
pesar de esto, no se deberia descartar que DctD se pudiese activar por otro mecanismo
no definido.

Los mutantes dctB derivados de CIAT899 (GA2) y GAl (GA21) fueron
seleccionados en medio TY Nal Km y TY Nal Km Gm, respectivamente. Este fenotipo
sugirio la efectiva cointegracion del plasmido pHD2.1 en las cepas CIAT899 y GA1L,
generada por la recombinacion entre regiones homdlogas del mismo y del genoma de
cada bacteria. En base a estos resultados, se selecciond un clon mutante de cada uno
para analizar el perfil de crecimiento y la actividad p-galactosidasa del promotor pdctA.

Como consecuencia de la cointegracion de pHD2.1, la nueva cepa mutante GA2

(dctB) seria incapaz de expresar DctB. GA2 (dctB) no deberia crecer en presencia de
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ADCs, debido a la imposibilidad de transportarlos como fuente de carbono. Como se
esperaba, GA2 fue incapaz de crecer en MM con malato o fumarato como Unicas
fuentes de carbono. Sin embargo, GA2 fue capaz de crecer en MM en presencia de
succinato de sodio como Unica fuente de carbono, aunque mas lentamente pero en
niveles similares que la cepa salvaje. Este fenotipo Fum™ y Mal seria consecuencia de la
inactivacion del sistema Dct. De forma similar, el mutante GA21 (dctAdctB) crecié en
presencia de succinato como Unica fuente de carbono, presentando un fenotipo similar
al de GAl y GA2. En el caso de GA21, su perfil de crecimiento fue muy similar al de la
cepa GA1 de la cual se origind. Suponemos que GA21 tiene cointegrado el plasmido
pHD2.1 en su genoma en base a su fenotipo resistente a Km. Sin embargo, no pudimos
confirmar la presencia de la mutacién por fenotipo debido a que su perfil de crecimiento
es indistinguible del de GAL. Por esta razén, se consideré a la cepa GA21 como un
presunto mutante dctAdctB hasta que se confirme su identidad a través de analisis de

biologia molecular, como se comentara en breve.

Como mencionamos previamente, el sistema Kgt participa en el transporte de 2-
oxoglutarato en R. tropici CIAT899. Ademas, ante la ausencia de DctA en la cepa GAL
(dctA) se activaria este sistema para el consumo de succinato (Batista, 2009). Podriamos
suponer que, al igual que en GAL, en las cepas GA2 y GA21 se expresaria el sistema
Kgt pero en este caso ante la ausencia de las proteinas DctB (y DctD?) y DctAB (y
DctD?) activas, respectivamente. En el caso de GA2, la proteina DctA se estaria
sintetizando normalmente. Por lo tanto, si en esta cepa el sistema Kgt estuviera
involucrado en el transporte de succinato, la ausencia de la proteina DctA no seria el
“disparador” de su activaciéon. Sino que, en este caso, la ausencia de dctB estaria
activando al sistema KgtSR para regular el transporte de succinato. Esta hipotesis
deberia ser probada por medio de la construccién de mutantes kgtP a partir de GA2 y
GAZ21. Dichos mutantes no deberian crecer en sal sodica de succinato como Unica
fuente de carbono.

A pesar de los resultados obtenidos, no se descarta que la resistencia a Km
presente en los mutantes GA2 y GA21 pudiera haber surgido como consecuencia de
mutaciones espontaneas. Sin embargo, la incapacidad de GA2 de crecer en MM con las
sales sodicas de fumarato y malato como Unicas fuentes de carbono, daria la pauta de
que el plasmido pHD2.1 se insert6 en el genoma de CIAT899 afectando el transporte de
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los ADCs. Para confirmar la inactividad total del gen dctB en los mutantes obtenidos
seria necesario realizar métodos moleculares no efectuados en este trabajo. Para
verificar la insercién del plasmido en el genoma de R. tropici CIAT899 y de GAl
deberia realizarse un Southern blot. Por otro lado, también seria necesario verificar la
ausencia de expresion del gen dctB. Esto podria realizarse por medio de un Western blot
0 gPCR.

5.2.2. Ensayo de actividad B-galactosidasa del pdctA en las cepas GA2 (dctB) y
GA21 (dctAdctB) de R. tropici

Las cepas mutantes GA2 (dctB) y GA21 (dctAdctB) fueron incubadas en MM en
presencia de glucosa o las sales sddicas de succinato, 2-oxoglutarato o fumarato como
unicas fuentes de carbono para la determinacion de la actividad B-galactosidasa del

promotor pdctA. Para estos ensayos se utilizo la cepa GA2(pMB220) como control.

En el mutante GA2 el nivel de expresion de pdctA fue bajo, del orden del
obtenido a partir de la cepa control en presencia de glucosa, succinato o 2-oxoglutarato
como Unicas fuentes de carbono. En el mutante GA21, la expresion del promotor pdctA
se indujo fuertemente en presencia de glucosa y las sales sédicas de succinato o 2-
oxoglutarato a niveles muy superiores a los obtenidos con la cepa control. Ambos
mutantes dctB fueron incapaces de crecer en fumarato como Unica fuente de carbono y

no se registro actividad p-galactosidasa.

En la cepa GA2, la expresion de pdctA fue baja en presencia de todas las fuentes
de carbono utilizadas. En este mutante estaria ausente la proteina sensor DctB y como
consecuencia, la proteina DctD, en caso de expresarse, no habria sido activada para
inducir pdctA en presencia de succinato. Aun asi, esto no se puede afirmar ya que, los
valores de actividad obtenidos en succinato fueron similares a los obtenidos en la cepa
salvaje. Por esta razon, para confirmar la ausencia de induccion del promotor pdctA en
ADCs seria necesario analizar su actividad p-galactosidasa en presencia de fumarato y
malato como Unicas fuentes de carbono. En contraste, en GA21 la expresion de pdctA
fue alta y en niveles similares en presencia de glucosa y las sales sddicas de succinato o
2-oxoglutarato. En la cepa GA21 estarian ausentes las proteinas DctAB (y DctD?) como
consecuencia de la insercion del plasmido pHD2.1 en el genoma de la cepa mutante

GAL1 (dctA). En este caso, la induccion del promotor pdctA no podria ocurrir por accion
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de DctD, ya que, como se menciond previamente, esta proteina no seria sintetizada o no
estaria activa en GA21 (y GA2). Sin embargo, no se descarta que si ocurriera la sintesis
de DctD, esta fuera activada por algun regulador independiente de DctB.

En base a los resultados de expresion del pdctA de la cepa GA21, se podria
sugerir que en el contexto genémico mutado de R. tropici en el cual no hay sintesis de
DctAB (y DctD?), otros reguladores no identificados podrian intervenir en la induccion
del promotor pdctA en presencia de glucosa o de las sales sodicas de succinato o 2-
oxoglutarato como Unicas fuente de carbono. En la cepa GA21, se podria proponer al
sistema KgtSR como un posible regulador de la expresion del promotor pdctA. Por lo
tanto, si en el contexto genomico mutado de GA21 el sistema KgtSR interviniera en la
expresion de pdctA se confirmaria la existencia de cross-talk entre los sistemas DctBD y
KgtRS. En GA2, el cross-talk no se haria evidente debido a la ausencia de induccion de
pdctA.

5.3. Ensayos en plantas

Las cepas CIAT899, GAL (dctA), GA2 (dctB) y GA21 (dctAdctB) indujeron la
formacién de nddulos radicales en P. vulgaris. En todos los casos, los nodulos
inducidos tuvieron un aspecto normal y sin apariencia de seudonddulos. Sin embargo,
los inducidos por las cepas mutantes no promovieron el crecimiento vegetal, ya que el
peso seco de la parte aérea de la planta no fue significativamente diferente al obtenido
de las plantas sin inocular. El peso seco de la parte aérea de las plantas inoculadas con la
cepa CIAT899, inesperadamente tampoco fue diferente al obtenido de las plantas sin
inocular. En este caso, las raices de las plantas inoculadas con CIAT899 fueron
parasitadas por hongos, lo cual debid haber perjudicado el crecimiento vegetal.

Las plantas inoculadas con las cepas GAl, GA2 y GA21 exhibieron un peso
seco de la parte aérea similar a los valores obtenidos con plantas crecidas en ausencia de
nitrégeno (KNOs), utilizadas como control. En otras especies de rizobio, como S.
meliloti, los mutantes dctA fueron incapaces de fijar nitrdgeno en simbiosis, pero los
mutantes dctB y dctD mantuvieron una cierta capacidad de reducir el nitr6geno
atmosférico en el nédulo (Engelke y col., 1987, 1989; Yarosh y col., 1989). En la tesis
de doctorado de Silvia Batista (2002) se presentan los resultados de peso seco de la
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parte aérea de plantas de P. vulgaris inoculadas con las cepas CIAT899 y GAL. El peso
seco de las plantas inoculadas con GA1 no fue diferente al obtenido de las plantas
control. Por lo tanto, GA1l no habria inducido crecimiento vegetal. Este resultado
coincide con el obtenido en nuestro trabajo. Los mutantes GA2 y GA21, fueron capaces
de inducir la formacion de nddulos pero la inactivacion de dctAB o Unicamente de dctB
habria determinado la ausencia de promocion del crecimiento vegetal. Sin embargo,
seria necesario determinar la actividad Nitrogenasa de estos mutantes para verificar si
existe 0 no actividad fijadora de nitrdgeno. Por otro lado, también se deberia repetir el
ensayo para obtener una asociacion simbidtica eficiente R. tropici CIAT899-P. vulgaris

como control positivo.

A partir de los resultados obtenidos, podriamos sugerir que al igual que en otras
cepas de rizobio, el gen dctA en R. tropici contribuiria al mantenimiento de la actividad
Nitrogenasa y su eliminacién en GALl determinaria la ausencia de promocion del
crecimiento vegetal como consecuencia de la falta de FBN. Asimismo, el mutante GA2
no habria inducido el crecimiento vegetal. Por lo tanto, el gen dctB también jugaria un
rol esencial en la FBN.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los ensayos de crecimiento me permitieron comprobar que R. tropici CIAT899
tiene la capacidad de crecer en presencia de ADCs (succinato, fumarato y malato). El
sistema de transporte involucrado seria Dct, en virtud de que la cepa de R. tropici GA1
(dctA) solo fue capaz de crecer en presencia de succinato pero no en malato ni fumarato
como Unicas fuentes de carbono. De acuerdo con los estudios del laboratorio, el sistema
Kgt, especifico para 2-oxoglutarato, mediaria el transporte de succinato en GA1. Los
mutantes GA2 (dctB) y GA21 (dctAdctB) obtenidos en este trabajo a partir de las cepas
CIAT899 y GAL, respectivamente, presentaron un perfil de crecimiento similar al de
GAL. De igual manera que en GA1, proponemos que el fenotipo Succ” de GA2 (dctB) y
GA21 (dctAB) se deberia a la funcién del sistema Kgt. Sin embargo, para afirmar esto
debera confirmarse la mutacién dctB en GA2 y GA21 y la expresién de Kgt en ambos

mutantes.

A partir de estudios previos desarrollados con GA1 (dctA), se sugirié que ante la
ausencia de DctA, el sistema DctBD perderia su especificidad actuando de forma
promiscua. Ademas, al incubar GA1 (dctA) en presencia de succinato se activaria el
sistema Kgt mediado por el sistema de dos componentes KgtSR, algo que no sucede en
la cepa salvaje. En contraste con esto, en el mutante GA2 (dctB) capaz de sintetizar
DctA, se habria inducido el sistema Kgt en presencia de succinato, como lo evidencia el
fenotipo Succ®. Por lo tanto, la ausencia de DctA no seria requisito esencial para inducir
esta funcion en el sistema Kgt. De forma similar, en GA21 se expresaria el sistema Kgt
en ausencia de DctA y DctB al incubar el mutante en presencia de succinato como Unica
fuente de carbono.

En GA2 (dctB), la expresion de pdctA fue baja en todas las condiciones
ensayadas, destacando la importancia del sistema DctBD para regular la expresion de
dctA en la cepa salvaje. Al contrario que en GA2 (dctB), en GA21 (dctAB) fue inducido
el pdctA en presencia de succinato, glucosa y 2-oxoglutarato ain en la ausencia de las
proteinas DctA, DctB y posiblemente DctD activas. La elevada induccién del promotor
pdctA en GA21 y no en GA2, seria dependiente de la ausencia o presencia de DCctA,
respectivamente. En este caso, reguladores no identificados estarian involucrados en la
induccion del promotor pdctA en GA21, en presencia de las fuentes de carbono

mencionadas. Por lo tanto, en los mutantes dctB analizados el sistema KgtSR induciria
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el gen kgtP en presencia de succinato. Esta promiscua induccién, detectando un inductor
no tipico, se daria en contextos genémicos dctB y dctAdctB, sugiriendo que la ausencia
de la proteina DctA no es la causante del comportamiento promiscuo. Ademas, en
GA21 (dctAdctB) habria cross-talk, dado que KgtSR u otro sistema regulador activaria
la expresion del gen dctA. Este cross-talk no se evidenciaria en GA2 (dctB).

En los ensayos de inoculacién de P. vulgaris, las cepas GA2 (dctB) y GA21
(dctAdctB) indujeron la formacién de nddulos con aspecto normal pero no indujeron el
crecimiento vegetal. De todos modos, los resultados obtenidos no generan conclusiones
definitivas debido a la carencia de un control positivo fiable y de ensayos de
determinacion de actividad Nitrogenasa. Por esta razdn, seria necesario la realizacion de

mas ensayos en plantas de P. vulgaris que corroboren los resultados obtenidos.

Por otro lado, como se menciond en la Discusidn, es necesario realizar ensayos
de biologia molecular (Southern Blot o0 qPCR y Western Blot) para confirmar la
inactividad total del gen dctB de los mutantes GA2 y GA21 y llegar a conclusiones del

todo confiables.
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