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RESUI\/IEN

Los enddfitos son microorganismos mutualistas que pueden ser aislados de plantas
esterilizadas superficialmente, y colonizan su interior sin causarles dafios aparentes. El endéfito
Herbaspirillum seropedicae Z67 posee gran potencial como promotor de crecimiento vegetal de
gramineas como el arroz. Al igual que para la mayoria de los organismos, el hierro es un
nutriente esencial cuya disponibilidad esta limitada a pH neutro y ambientes aerobios. Los
microorganismos desarrollaron entonces sistemas eficientes para su captacion. Uno de dichos
sistemas consiste en el transporte de alta afinidad del citrato férrico. En Escherichia coli, el
complejo citrato-ion férrico es reconocido e internalizado especificamente por la proteina de
membrana externa FecA. Nos propusimos evaluar el uso de citrato férrico como fuente de hierro
nutricional en la cepa H. seropedicae Z67, y el papel de un gen homélogo al fecA de E. coli en
la internalizacion. Con tal finalidad, construimos una mutante dirigida a dicho gen en H.
seropedicae, tanto en la cepa salvaje Z67 como en una mutante derivada 4.3 no productora de
siderdforos. El fenotipo de las mutantes obtenidas se caracterizd por bioensayos, crecimiento en
medio sélido y en medio liquido bajo distintas condiciones de disponibilidad de hierro, por
ensayos de expresion mediante un gen reportero, y ensayos de colonizacion de la planta de
arroz. Los resultados indican que en las condiciones estudiadas la mutante tiene levemente
afectado su crecimiento a concentraciones nanomolares de citrato férrico y a las 16 horas de
incubacion. Los ensayos in planta demostraron que la ausencia de FecA no afecta
significativamente la colonizacién de arroz. Proponemos entonces que H. seropedicae posee
otros sistemas de transporte de citrato férrico alternativos, independientes o cooperativos del

transporte mediado por FecA.



| NTRODUCCION

I.Los enddfitos

Las bacterias enddfitas son microorganismos mutualistas que pueden ser aislados de una
planta esterilizada superficialmente o de un tejido interno infectado sin causar sintomas visibles
de dafio a la misma [1, 2]. Otros autores proponen que la capacidad de reinfectar plantulas
hospederas y la evidencia microscopica de colonizacion interna de la planta son caracteristicas
esenciales para definir una bacteria como enddfita [2].

Una clasificacién de endofitos los divide en pasajeros, cuya colonizacion casual esta
restringida a tejidos fuera del cortex; endéfitos oportunistas, donde una respuesta quimiotéctica
les permite colonizar el rizoplano y ciertos tejidos vegetales internos; y endéfitos competentes.
Se consideran endofitos competentes aquellos que tienen la maquinaria genética necesaria para
la colonizacion y la persistencia dentro de la planta [3, 4].

Estas asociaciones entre la planta y el endéfito han demostrado ser de gran importancia,
ya que los endéfitos pueden promover el crecimiento vegetal mediante la fijacion de nitrégeno,
produccidn de fitohormonas, participacion en el ciclado de nutrientes, control de fitopatdgenos
mediante produccion de antifingicos o produccion de sider6foros (moléculas de bajo peso
molecular secretadas para captar hierro del ambiente, que impedirian la captacion del mismo por

pat6genos); producir metabolitos secundarios de interés y potenciar la fitorremediacion [2, 5].

Il.Las gramineas

Las gramineas son plantas herbaceas monocotiledéneas de gran importancia a nivel
econdmico, ya que gran parte de la alimentacion de los humanos estd basada en las mismas, y
por la posibilidad de obtener biocombustible, entre otras [6]. Especies como maiz, arroz y trigo
se consumen directamente como alimento; mientras que otras gramineas como raigréas, festuca o

cebadilla, se utilizan como forrajes para el ganado.



Las gramineas son capaces de formar asociaciones con distintos microorganismos
fijadores de nitrogeno, tanto rizosféricos (por ejemplo, género Azospirillum) como endéfitos
(géneros Acetobacter y Herbaspirillum) [7]. La basqueda de éstos y otros microorganismos para
la produccién y desarrollo de biofertilizantes que promuevan el crecimiento de los cultivos

mencionados, es una intensa linea de investigacion de varios laboratorios a nivel mundial.

I11.EI hierro y la regulacion de su homeostasis

El hierro es un metal de transicion cuyos principales estados de oxidacion son Fe*" y Fe*,
aunque los mismos varian entre -2 y +4. Es un elemento vital para la gran mayoria de los
procesos celulares de los organismos, como ser biosintesis de aminoacidos y acidos nucleicos,
transporte de oxigeno, respiracion, fotosintesis, fijacion de nitrégeno [8]. La funcionalidad
bioldgica del hierro depende principalmente de su incorporacion a proteinas, ya sea como
especies mono o binucleares, o como cluster Fe-S y grupos hemo [9].

Pese a ser ademas el cuarto elemento mas abundante de la corteza terrestre, en presencia
de agua y oxigeno, a pH neutro a basicos, el hierro se encuentra bajo formas férricas que se
polimerizan y forman complejos insolubles. Por este motivo su disponibilidad para las bacterias
estd limitada, y obtener las concentraciones micromolares del elemento necesarias se torna un
problema [10]. El i6n ferroso (Fe®) puede reaccionar con oxigeno durante el metabolismo
celular y dar lugar a radicales reactivos altamente dafiinos. Por esta razén los organismos deben
regular finamente el balance entre la captacion de hierro del ambiente y su acumulacién en el
interior celular, la cual es potencialmente téxica.

Las estrategias utilizadas por las bacterias para mantener la homeostasis de hierro en
condiciones limitantes del metal incluyen: a) captacién de hierro mediante transportadores de
alta afinidad; y b) control del consumo de hierro, disminuyendo la expresion de proteinas que lo
contienen. En condiciones de alta disponibilidad del metal las estrategias descritas incluyen: a)
almacenamiento de hierro en depositos intracelulares para posterior uso cuando las fuentes
exteriores son limitantes; y b) produccidn de sistemas de resistencia a estrés oxidativo, como los

9



que degradan especies reactivas del oxigeno inducidas por hierro. Para lograr un equilibrio
balanceado de estas estrategias, las bacterias utilizan un sistema de regulacién que coordina la
expresion de la maquinaria homeostatica de acuerdo a la disponibilidad de hierro [9, 10].

El principal regulador transcripcional dependiente de hierro es la proteina homodimérica
Fur en E. coli, que reprime bajo condiciones de hierro suficientes mas de 90 genes gue poseen
la secuencia palindromica consenso de aproximadamente 19 pb conocida como “caja Fur” [11].
Dicha proteina forma entonces un complejo con el hierro en forma ferrosa que actia como co-
represor, y este complejo interacttia con la caja Fur presente en la regién promotora de los genes
de adquisicion del hierro. Sin embargo, en condiciones limitantes de hierro, la proteina Fur no
forma complejo con el mismo, y no se une a la caja Fur con suficiente afinidad permitiendo la
expresion de los genes de captacion [9].

En Sinorhizobium meliloti sin embargo, la proteina Fur no esta involucrada en la
regulacion del metabolismo del hierro, sino en el metabolismo del manganeso regulando la
expresion por ejemplo del gen mntA, codificante de una proteina de captacion del metal [12]. En
el caso de las a-Proteobacterias de la familia Rhizobiaceae, como S. meliloti y Rhizobium
leguminosarum, el regulador de los genes del metabolismo de hierro es la proteina RirA [13,
14]. ElI mecanismo de accion de RirA seria similar al de Fur, reprimiendo los genes de

adquisicion de hierro en altas concentraciones del metal [15].

IV.Sistemas de adquisicion y almacenamiento de hierro en bacterias

Para satisfacer sus requerimientos de hierro del orden uM [8] las bacterias desarrollaron
tres mecanismos para obtener hierro: (a) bajar el pH externo a la célula para hacer al idn férrico
maés soluble; (b) reducir el idn férrico a formas ferrosas mas solubles; y (c) emplear quelantes de

i6n férrico como agentes solubilizadores [9].
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Los procariotas pueden adquirir hierro mediante la sintesis y liberacién al medio de
sider6foros, compuestos quelantes de bajo peso molecular y alta afinidad por el i6n férrico,
acompafiados de la expresion de sistemas de transporte especificos que, en el caso de Gram
negativas, incluyen proteinas de membrana externa TonB-dependientes (Fig.1).

Fe'* -coprégenc o Fe'* -enterobacting

~acido rodotoriilico P ss 2 e x
Fe -ferrioxamina B/D1 ~acido dihidroxilbenzoico

Fe¥* -dihidroxibenzil serina

P —ferricrome  F€ -dicitrato

€

E

FhuB @ Fec!
Fh

ATP

ADP +Pi ADP +Pi ADP + Pi

Figura 1. Esquema de los sistemas de captacion de hierro mediados por sideréforos en
E. coli K12 (Extraido y modificado de Andrews et al., 2003).

A la vez, son capaces de internalizar sider6foros exdgenos, es decir, producidos por otros
organismos para beneficio propio. Muchas bacterias también utilizan grupos hemo, complejos
con hemo y hemoproteinas como fuente de hierro. Esto puede darse mediante proteasas y
hemolisinas que liberan los grupos, o bien a través de su captacién por hemdéforos. Estos Gltimos
son moléculas que unen hemoglobinas y hemopexinas extracelulares, y son internalizados a
través de receptores de membrana especificos. Estos sistemas de captacién de hemo mediante
hemdforos, requieren de un receptor de membrana externa, una proteina que oficie de hemdéforo
y se ligue al grupo hemo, y una proteina de membrana interna para su secrecién [16]. Es posible
también para los procariotas la captacion directa de hemina, mediante receptores especificos de

membrana. En el rizobio S. meliloti 1021 existe un receptor de membrana externa ShmR
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expresado bajo condiciones limitantes de hierro, que se une a hemina formando parte de un
sistema de captacion de dicho compuesto [17]. Tanto los receptores de hemina como los de
hemoforos son dependientes de TonB, al igual que los transportadores de sider6foros.
Finalmente, existen receptores de citrato, lactoferrina y transferrina (éstas dos ultimas son
glicoproteinas capaces de unir hierro, presentes en diversas secreciones animales), situados en la
membrana externa de bacterias Gram-negativas e inducidos bajo condiciones limitantes de
hierro, que proveen otra ruta de entrada de ion férrico [9].

Tres tipos de proteinas de almacenamiento de hierro se reconocen en bacterias: ferritinas,
bacterioferritinas y Dps. La caracteristica principal de las mismas es su arquitectura molecular
con una cavidad central que actiia como un reservorio de hierro, que les confiere su capacidad
de almacenar el metal. Dichas proteinas captan hierro en su forma ferrosa, pero lo depositan en
su cavidad central bajo la forma férrica oxidada [9].

Las proteinas Dps estan presentes Unicamente en procariotas, y son inducidas en la fase
estacionaria de crecimiento. Tienen un rol en la proteccion de ADN contra el estrés oxidativo,
ya que se unen al ADN de forma inespecifica [9]. La funcion de las proteinas ferritinas, también
encontradas en eucariotas, consiste en la acumulacién de hierro durante la fase post-exponencial
de crecimiento en presencia de hierro, para ser usado luego como fuente intracelular de hierro
en condiciones de hierro deficientes. Finalmente, las bacterioferritinas que contienen grupos
hemo y s6lo se encuentran en eubacterias, si bien son mas comunes su rol fisiolégico es menos

claro.

V.Sistemas de captacién mediados por citrato

El citrato es un acido organico que participa como intermediario del ciclo del &cido
citrico o de Krebs. Muchos microorganismos pueden obtener hierro directamente de este
compuesto, asi como también de piruvato, malato e isocitrato [18]. Aunque considerada

relativamente baja, el citrato tiene afinidad por el hierro, debido a su composicién quimica que
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presenta tres grupos carboxilos, los cuales pueden perder un proton y formar sales con iones
metélicos [19].

Uno de los sistemas de transporte de hierro mediado por citrato es el sistema fecCABCDE,
muy bien conocido y estudiado en E. coli (Fig. 1). Otras bacterias como Neisseria meningitidis,
Mycobacterium smegmatis y Pseudomonas aeruginosa son también capaces de transportar
hierro mediante citrato [18]. A su vez, se ha visto que Bradyrhizobium japonicum, una -
Proteobacteria diazotrofa que establece simbiosis con leguminosas, emplea el citrato como
siderdforo para captar hierro, y es capaz de utilizar citrato férrico como fuente del metal [20].

El complejo citrato-idn férrico se liga a FecA que es el receptor de membrana externa
TonB-dependiente, y activa una sefializacion transmembrana que finalmente lleva a la
induccion del sistema de transporte de citrato férrico, donde participan las proteinas codificadas
por los genes del operén fecABCDE [21]. FecA interacciona con TonB del lado periplasmico, a
través de la caja-TonB, que en conjunto con ExbB y ExbD suministran la energia necesaria para
que el complejo se trasloque al periplasma [22, 23]. ExbB y ExbD usan el gradiente
electroquimico de la membrana citoplasmaética para energizar a TonB, que produce un cambio
conformacional en FecA. Asi se mueve el dominio globular que cierra FecA, permitiendo el
pasaje del citrato férrico a través del B-barril de FecA hacia el periplasma [24]. Una vez en el
periplasma, el citrato férrico se une a FecB, que lo dirige hacia FecD y FecC presentes en la
membrana citoplasmatica, y que junto con FecE forman un transportador de tipo ABC para

internalizar el complejo al citosol (Fig. 2) [21].
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Tanto la limitacion de hierro como la presencia de citrato férrico son necesarias para
iniciar la transcripcion del operon fecABCDE. Cuando el hierro intracelular esta en exceso, el
i6n ferroso se une a la proteina Fur, que actlia como represor transcripcional de los genes feclR
y fecABCDE [21]. Los genes feclR forman una unidad transcripcional distinta a fecABCDE,
corriente abajo (o 3’) de dicho operon [21, 22]. En condiciones limitantes de hierro, ambos
operones no son mas reprimidos por Fur. Por otra parte, la union de citrato férrico a FecA regula
la expresién desde el promotor de fecA de los genes fecABCDE pero no afecta la transcripcién
de fecIR [22]. Dicha union, genera una sefial que se trasmite a través de la membrana externa, y
es transferida a lo largo del periplasma por la porcién N-terminal de la proteina, que se contacta
con la porcion C-terminal de FecR. Es asi como FecR censa si FecA se encuentra unido al
citrato férrico para ser transportado. El segmento transmembrana de la proteina FecR lleva la
sefial a través de la membrana citoplasmatica, llegando al citosol. Alli FecR, libera y activa al
factor sigma extracelular (Extra-Cellular sigma Factor ECF) Fecl, que se une a la subunidad 3’
de la ARN polimerasa y actia como regulador directo del operon fecABCDE, y so6lo asi se
transcribe el mismo.

ECFs de accion similar son encontrados en otras bacterias. Un ejemplo de esto es la

proteina PvdS de P. aeruginosa, que induce los genes requeridos para la biosintesis del
14



siderdforo pioverdina. Tanto PvdS como Fecl son miembros de la subfamilia de factores sigma
ECF involucrados en el metabolismo del hierro [25]. Bajo condiciones de hierro limitantes, el
gen del factor sigma PvdS regulado por Fur se expresa, y actla como activador de los genes de
la biosintesis del sidero6foro pioverdina (pvdADE), y de los genes regAB y ptxR, involucrados en

el control positivo del gen de la exotoxina A (toxA) [26].

VI.Sistemas de captacion de hierro en las interacciones microorganismo-hospedero

La relevancia de los sistemas de captacién de hierro mediante sider6foros esta bien
dilucidada en bacterias patdgenas de animales [10, 27]. El sideréforo yersiniabactina es
requerido para la virulencia de Yersinia pestis y Klebsiella pneumoniae, asi como la pioverdina
es necesaria para la patogenicidad de P. aeruginosa [28]. P. aeruginosa, ademas de producir los
sider6foros pioverdina y pioquelina y utilizar sider6foros exdgenos, tiene la capacidad de
utilizar citrato férrico como fuente de hierro nutricional. En este sentido, también se
identificaron en esta bacteria genes homdlogos a fecA, fecl y fecR de E. coli, pero no asi
homologos a fecBCDE. Sin embargo, se ha encontrado en P. aeruginosa un homélogo al gen
feoB de E. coli, que codifica para un transportador de Fe’* de membrana interna. Se presume
gue un mecanismo reductivo liberaria el hierro del citrato, y el i6n ferroso resultante se
transportaria a través de FeoB; o bien se oxidarfa a Fe** para internalizarse por un transportador
de membrana interna del i6n férrico [29].

Para fitopatogenos por el contrario, la importancia es menos clara, y depende del sistema
patégeno-hospedero en cuestién. En el caso de Erwynia chrysanthemi, causante de enfermedad
en varias plantas, los sider6foros crisobactina y acromobactina son requeridos para una optima
virulencia en violetas africanas [28]. Sin embargo en Pseudomonas syringae pv tomato
DC3000, una bacteria patégena del tomate que posee los siderdforos pioverdina, yersiniabactina
y citrato para captar hierro bajo condiciones limitantes, los mutantes en transportadores de estos

sider6foros no muestran alteraciones en la virulencia [30].
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En el caso de las interacciones de los microorganismos endéfitos con sus hospederos, la

importancia de los sistemas de captacion de hierro es ain mayormente desconocida.

VIl.Herbaspirillum seropedicae

Entre los diferentes aislamientos de enddéfitos, las Gram-negativa B-Proteobacterias del
género Herbaspirillum han demostrado un gran potencial como promotores de crecimiento
vegetal [31]. Casi todas las bacterias dentro del género son endofitas fijadoras de nitrogeno,
aunque también bacterias obtenidas de aislamientos ambientales y clinicos pertenecen al género.
Estan incluidas dentro del mismo las especies H. chlorophenolicum, H. lusitanum, H.
frisingense y H. rubrisulbanbicans. Asociadas a plantas, tanto especies endofitas como aquellas
patdgenas, las bacterias de Herbaspirillum han sido halladas en gramineas, en dicotiledéneas y
en nodulos en raices de leguminosas [32]. La fuente de carbono preferida son los acidos
organicos como malato, piruvato, succinato o fumarato, aunque también son capaces de
catabolizar glicerol, D-glucosa, manitol y sorbitol. Los diaz6trofos de Herbaspirillum forman
una pelicula caracteristica debajo de la superficie en medio semisélido sin nitrégeno agregado,
ya que pueden fijar el atmosférico bajo condiciones microaerofilicas [32].

La primer especie definida dentro del género fue precisamente H. seropedicae, en
Seropedica, Brasil. Se trata de un diazétrofo que coloniza y sobrevive dentro de plantas de
gramineas como el arroz, el maiz y la cafia de azlcar, y tiene baja supervivencia en el suelo
rizosférico [33]. Se ha visto que H. seropedicae es capaz de colonizar la superficie radicular y
los tejidos internos de toda la planta, y también de expresar genes nif (codificantes del complejo
nitrogenasa y otras enzimas participantes en la fijacion de nitrégeno) en raices y partes aéreas de
maiz, sorgo, trigo y arroz [34].

Algunos autores plantean que la via de colonizacién de la planta hospedera por el
endofito Herbaspirillum, comienza por la adhesion a la superficie radicular de la misma. Es por
este motivo que su genoma porta genes que codifican para pili, polisacaridos de superficie,
sistemas de secrecion de proteinas, flagelos, proteinas quimiotécticas, sistemas de captacion de
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siderdforos férricos, etcétera [5]. De acuerdo a Balsanelli et al. [35] los lipopolisacaridos (LPS)
intactos son indispensables para la adhesién inicial, al mismo tiempo que hacen a la bacteria
menos sensible a los metabolitos de defensa de la planta. Mutantes carentes en rfbB y rfbC, dos
genes de sintesis de ramnosa, un componente de los LPS, muestran defectos en la colonizacion
de maiz y mayor sensibilidad a las defensas vegetales. A continuacién se da la penetracion de la
raiz por los puntos de emergencia de las raices laterales. No fueron encontrados genes que
codifiquen para enzimas que degraden la pared celular de la planta, por lo que su penetracion
dependeria Unicamente de las discontinuidades naturales en la epidermis vegetal [36].
Posteriormente el end6fito coloniza el espacio intercelular de la raiz, el aerénquima y las células
corticales; asi como también vasos de xilema en tallo y hojas [34, 35, 37].

El genoma de H. seropedicae SmR1 consiste en un Unico cromosoma circular con un
contenido G+C del 63%, codificando 3108 proteinas con funcion asignada, 497 con funciones
generales predichas y 1130 de funcion desconocida. En él encontramos al menos 27 genes
involucrados en el transporte y metabolismo de hierro, incluyendo 17 receptores de sideréforos
TonB-dependientes y un sistema tipo ABC de captacion de sider6foros [36]. Entre estos
receptores dependientes de TonB, se encuentran proteinas transportadoras de hemina, receptores
para sideréforos, receptores de hemoglobina, transferrina y lactoferrina. EI genoma de H.
seropedicae SmR1 posee dos genes homologos al regulador Fur (Hsero_0608 y Hsero 4298), y
ninguno homélogo a RirA, por lo que probablemente la regulacién de los genes de adquisicion
de hierro sea a través de Fur. Es probable que la captacion de hierro sea via transporte activo
con sistemas tipo ABC y complejos TonB-ExbB-ExbD; y que la gran cantidad de receptores de
hierro le confieran a estos endéfitos alta competitividad en ambientes limitados en hierro para

con otras bacterias [36].
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VII1.Antecedentes

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que los mecanismos de
adquisicion de hierro son esenciales para una efectiva fijacion de nitrégeno en H. seropedicae
Z67 [38]. Mediante analisis de MALDI -TOF de proteinas de membrana externa expresadas en
cultivos de H. seropedicae Z67 crecidos en medios con baja disponibilidad de hierro (Fig. 3),

identificamos al producto del gen fecA (GenelD: 9401878) homologo al de E. coli.
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Figura 3. Gel bidimensional de fracciones de membrana externa de H. seropedicae
Z67 crecida en medio NFb-malato sin agregado de hierro. A la izquierda de la
imagen se observa el marcador de peso molecular LMW (GE Health Care), y en
cada banda se indica su correspondiente peso molecular (en KDa). Se muestra el
spot de la proteina codificada por el gen fecA (FecA), identificada por MALDI-TOF
con un 26% de cobertura. Puede observarse también el spot correspondiente al
producto de fhuA (Hsero_0948), receptor especifico del siderdforo producido por H.

seropedicae.
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IX.Hipdtesis
Como hipétesis nos planteamos que la cepa H. seropedicae Z67 puede utilizar citrato
férrico como fuente de hierro, y que lo internaliza a través del transportador de membrana

externa codificado por el gen fecA.

X.Objetivos

El objetivo central de este trabajo es estudiar el mecanismo de adquisicion de hierro
mediado por citrato férrico internalizado a través de FecA en H. seropedicae Z67.

Como objetivos especificos nos proponemos:

a) construir y caracterizar un mutante para el gen fecA tanto en H. seropedicae Z67 [33]
como en H. seropedicae 4.3, una mutante derivada de Z67 no productora de sideroforos
construida en nuestro laboratorio;

b) estudiar las diferencias de crecimiento entre la cepa salvaje Z67, la cepa 4.3 y las
mutantes construidas, bajo diferentes condiciones de disponibilidad de hierro y citrato férrico;

c) realizar estudios de expresion del gen fecA mediante el gen reportero lacZ utilizado en
la construccién de las mutantes;

d) estudiar la persistencia de las cepas salvaje Z67, la mutante 4.3 y la mutante fecA

derivada de 4.3 en plantas de arroz de la variedad Tacuari.
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M ATERIALES Y METODOS

Analisis in silico

Se buscaron posibles homologos al gen fecA de E. coli K12 (GenelD: 946427), en el
genoma de la cepa secuenciada de H. seropedicae SmR1, utilizando la herramienta BLAST-x
presente en el sitio web del NCBI (National Center of Biotechnology Information -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Se realiz6 también un estudio de los dominios Pfam del
producto del gen fecA homélogo al de E. coli utilizando la herramienta disponible en la web

(http://pfam.sanger.ac.uk/search).

Bacterias y medios de cultivo

Las cepas utilizadas para este proyecto fueron H. seropedicae Z67 [33] y la cepa H.
seropedicae 4.3, una mutante isogénica no productora de sideréforos, que se cultivaron en
medio rico TY o medio minimo NFb-Malato (Ver Anexo), a 30°C y con agitacion a 190 rpm.
Cepas de E. coli DH5a y TOP10 se cultivaron en medio LB (Ver Anexo), y fueron incubadas a
37°C.

Los antibidticos utilizados fueron é&cido nalidixico 5ug/ml (Nal®), kanamicina 50 ug/ml

(Km®®), ampicilina 50 pug/ml (Amp®), gentamicina 5 pg/ml (Gm®), y tetraciclina 5 pg/ml (Tc?).

Extraccion de ADN gendmico de H. seropedicae Z67

El protocolo utilizado para la extraccion de ADN gendémico fue el propuesto por William
& Feil (DNA Isolation Bacterial CTAB Protocol — my.jgi.doe.gov/general/protocols.html), con
algunas modificaciones. A partir de un cultivo puro de H. seropedicae Z67 en medio sélido TY
Nal®, se repicd una colonia a 5 ml de TY Nal® e incub6 a 30°C con agitacion durante 24 horas.
Para concentrar las células 1,5 ml del cultivo se centrifugd por 10 minutos a 10800 g. Se
descartd el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet celular con la ayuda de un vortex en 1 ml de
TE (Ver Anexo). De dicha suspension se tomé 740 pul, que se colocaron en un tubo eppendorf
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limpio. Se agregaron 20 ul de lisozima 100 mg/ml para la lisis celular, incubando 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 40 pl de SDS 10% y 8 pl de proteinasa K
10 mg/ml, y se incub6 a 37°C durante 1 hora. Seguidamente se agregaron 100 pl de NaCl 5M y
100 ul de CTAB/NaCl (Ver Anexo), incubando a 65°C por 10 minutos. Se llevaron a cabo
luego dos extracciones organicas: la primera con 500 pl de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1)
centrifugando a 13000 g por 10 minutos. Se transfirié la fase acuosa a un eppendorf nuevo, y se
realizo la segunda extraccion con 500 pl de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)
centrifugando durante 10 minutos a 13000 g. Nuevamente se transfirié la fase acuosa a otro
eppendorf, se adicionaron 0,6 volumenes de isopropanol y se incubd a temperatura ambiente por
30 minutos para precipitar el ADN, seguido de una centrifugacion a 13000 g por 15 minutos. Se
lavo el pellet con etanol 70% (v/v) frio y se elimind el etanol remanente secando el pellet a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Por Gltimo se resuspendi6 el mismo en 20 pl de TE y

ARNasa 0,2 mg/ml y se incub6 20 minutos a 37°C. EI ADN se almacen6 a -20°C.

Extraccion de ADN plasmidico

Las extracciones de ADN plasmidico se realizaron por el método de lisis alcalina, segln
el protocolo propuesto por Sambrook et al. [39]. Se inocul6 5 ml de medio liquido con el
antibidtico correspondiente, con una colonia aislada en el mismo medio sélido, y se dej6 crecer
24 horas con agitacion a 37 °C. Para cosechar las células se coloc6 1,5 ml del cultivo en un
eppendorf y se centrifugd a 13000 g durante 1 minuto a 4°C. Se descartd el sobrenadante y
resuspendié el pellet en 200 pl de Solucion | (Ver Anexo) con ayuda de un vortex.
Posteriormente se agreg6 200 pl de Solucion Il preparada en el momento (Ver Anexo), y 200 pl
de Solucién 11 (Ver Anexo) siempre mezclando por inversion. A continuacion se adicioné 100
ul de cloroformo y se centrifugd a 13000 g a 4°C por 12 minutos. EI ADN plasmidico contenido
en la fase acuosa se transfirié a un nuevo tubo eppendorf, se precipité con 0,6 voliumenes de
isopropanol en hielo durante 15 minutos. Luego de una centrifugacion a 13000 g y 4°C por 10
minutos, se descart6 el sobrenadante y se realizé un lavado con etanol 70%. EI pellet resultante
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se secd al vacio en speedvac LABCONCO Centrivap Concentrator®, y se resuspendio en 50 pl
de agua bidestilada y ARNasa 0,2 mg/ml, incubandose a 37°C por 15 minutos. EI ADN se

mantuvo a -20°C.

Reacciones de amplificacion por PCR

Una region de aproximadamente 2460 pares de bases del genoma de H. seropedicae Z67
conteniendo el gen homdlogo a fecA se amplifico con los primers FecAsense (5°-
GAAGATCTAAGAAGCCGATGGACGCCGAG-37) y FecAantisense (5°-
GAAGATCTCGGGCCGCGGATCAGAATG-3"). El programa utilizado para el disefio de los
cebadores especificos fue el Primer Select del paquete Lasergene DNAstar®
(http://www.dnastar.com/t-sub-products-lasergene-primerselect.aspx). A  estos cebadores
disefiados se les incluy6 en sus extremos 5’ sitios de corte para la enzima de restriccion Bglll
(bases subrayadas).

Para la obtencion de amplificados con extremos terminales romos se utiliz6 la polimerasa
Pfu, que tiene actividad correctora de pruebas 3°—35’. La mezcla de reaccion de 50 pl se realizé
con 5 pl de buffer 10X, 4 pl de la solucion de MgSQ, 25 mM, 2 ul de un mix de dNTPs 5 mM,
5 ng de ADN genomico, 1 pl de cada cebador 10 pM, 1,25 unidades de polimerasa, 2,5 pl de
dimetilsulféxido (DMSQO) y agua bidestilada hasta completar los 50 ul finales. El ciclo de
reaccion, llevado a cabo en un termociclador Thermo Px2®, comenzé con un ciclo de 5 minutos
de desnaturalizacion inicial a 95°C; seguido de 30 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacion a
95°C, 30 segundos de hibridacion a 57°C y 3 minutos de elongacién a 72°C; y por ultimo un
ciclo de 5 minutos de elongacién final a 72°C.

Para confirmar las mutaciones se emple6 el mix de polimerasas High Fidelity Enzime
(Fermentas), que no tiene actividad correctora de prueba pero si posee actividad nucleotidil
transferasa terminal, y permite amplificar fragmentos mas grandes, de hasta 10 kilobases (Kb).
Las mezclas de reaccion para un volumen final de 50 pl consistieron en 2,5 pl de buffer 10X
con MgCl,, 1 ul de un mix de dNTPs 5 mM, como molde de ADN se pico una colonia aislada
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de medio solido, 0,5 pl de cada cebador 10 uM, 1,25 unidades de polimerasa y agua bidestilada
hasta completar los 50 ul finales. El programa de ciclado, realizado en el termociclador Thermo
Px2®, inicié con 3 minutos de desnaturalizacion inicial a 94°C; siguié con 10 ciclos de 30
segundos de desnaturalizacion a 95°C, 30 segundos de hibridacién a 57°C y 7 minutos de
elongacion a 68°C; a continuacion 20 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacion a 94°C, 30
segundos de hibridacion a 57°C y 8 minutos de elongacion a 68°C; finalizando con un ciclo de
elongacion final a 68°C durante 10 minutos.

En el caso de las reacciones PCR a partir de colonias, se colocé en el tubo de PCR la
mezcla de reaccién sin la polimerasa y se calent6 en el termociclador 20 minutos a 95°C. Luego

se agregd la enzima y se amplificé en el termociclador con el programa adecuado.

Visualizacién y cuantificacion del ADN

Para la visualizacion de las muestras de ADN se realizaron corridas electroforéticas en
geles de agarosa 0,8% (p/v) en buffer TAE (Ver Anexo). Las corridas se realizaron durante 60
minutos a 100 mV. Para la deteccidon se empled el agente intercalante GoodView® (Beijing
SBS Greentech Co., Ltd.) a una concentracién de 0,5 g/ml y la deteccion del ADN se realiz6
bajo luz U.V.

La cuantificacion y estimacion de los tamafios de las muestras fueron llevadas a cabo
mediante comparacion con un estandar comercial de concentracion conocida correspondiente a

1kb DNA ladder® (Fermentas).

Extraccion de ADN a partir de geles de agarosa

Para la extraccion de ADN de una banda de gel de agarosa se utilizé el kit comercial
QIlAquick (QIAGEN), siguiendo el protocolo sugerido por los fabricantes. Una vez cortada y
pesada la banda de gel conteniendo el fragmento de ADN de interés, se coloco en un eppendorf
y se agregaron 3 volumenes de buffer QG, incubandose a 50°C por 10 minutos, vortexeando
cada 2 a 3 minutos para ayudar a disolver el gel. Seguidamente, se adiciond 1 volumen de
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isopropanol y se coloc6 la mezcla sobre una columna incluida en el Kit, y se centrifug6 a 14000
g durante 1 minuto. Se descartd el flujo que atravesd la columna, y se agregaron 750 pl de
buffer PE para lavar la columna, centrifugdndose a las mismas condiciones de velocidad y
tiempo que en el paso anterior. Se descartd el flujo que atraveso la columna, y nuevamente se
realizd otra centrifugacién igual. A continuacion, se colocé la columna en un eppendorf limpio
y se agregaron 50 ul de buffer EB para eluir el ADN retenido en la columna, mediante una

centrifugacion a 14000 g por 1 minuto. EI ADN extraido luego se guardé a -20°C.

Reacciones de digestion con enzimas de restriccion

Las digestiones con enzimas de restriccion fueron realizadas de acuerdo a las sugerencias
del fabricante Promega. En todos los casos se utiliz una concentracion enzimatica de 0,3 a 0,5
U/ul'y el buffer de reaccion suministrado con la enzima. Dependiendo de los requerimientos se

utilizaron distintas concentraciones de ADN en las diferentes digestiones.

Reacciones de ligacion de ADN

Las reacciones de ligacién se realizaron segin las especificaciones del fabricante,
utilizando la enzima T4 DNA ligasa (Fermentas) a una concentracion de 400 U/ul y el buffer de
reaccion suministrado. Esta enzima cataliza la formacion de enlaces fosfodiéster entre los
extremos 5y 3"del ADN, pudiendo unir tanto extremos cohesivos como romos. Se utiliz6 una
relacion vector:inserto de 1:5 (viv) empleando la concentracion Optima de vector de ADN

sugerida. Se incub0 la reaccion durante toda la noche a 4°C.

Preparacion de células competentes

Las células competentes se prepararon de acuerdo al protocolo de Sambrook et al. [39].
Partiendo de un cultivo de E. coli DH5a 0 TOP10, crecido 24 horas a 37°C en placa de medio
LB, se repicd una colonia aislada a 5ml de LB liquido incubandose 24 horas a 37°C con

agitacion. Se prepar6 una dilucién de 1/100 del cultivo anterior en 150 ml de LB, y se incubd a
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37°C con agitacién durante 2 horas aproximadamente, hasta unas 10” células/ml (DO a 620 nm
entre 0,2 y 0,3). Para continuar se concentraron las células en tubos estériles y enfriados
previamente, mediante centrifugacion a 2600 g y 4°C durante 5 minutos. El pellet se
resuspendié en 20 ml de CaCl, 0,1 M frio por cada 50 ml de cultivo original, y se mantuvo en
hielo durante 40 minutos. Se concentraron las células igual que en el paso anterior, y se
resuspendié el pellet con golpes suaves alternando con periodos de hielo, en 500 pl de CaCl, 0,1
M Glicerol 15% frio por cada 50 ml de cultivo original. Finalmente se alicuotaron las células

competentes de a 100 ul y se almacenaron a -80°C.

Transformacion de células competentes

Las transformaciones de células con ADN foraneo se llevaron a cabo por el método del
shock térmico segun el protocolo de Sambrook et al. [39]. A una alicuota de 100 ul de células
competentes previamente preparadas, se le agregaron 10 pl del plasmido de interés a una
concentracion de 50 ng/ml. Se dejé 10 minutos en hielo, luego 90 segundos a 42°C y
nuevamente 2 minutos en hielo. A continuacién se agregé 1 ml de LB y se dejo crecer 1 hora a
30°C con agitaciéon. Culminado este periodo, se procedié a plaguear 100 pl de las células
transformadas en placas de LB, antibiotico para seleccionar transformantes y marcador para la
seleccion de recombinantes. En el caso de que el ADN foraneo a introducir proviniera de una
ligacion previa, se plaquearon también 100 pl de una solucién de las células transformadas
concentrada mediante centrifugacion a 2700 g por 5 minutos. Las placas se incubaron toda la

noche a 37°C.

Construccion de las mutantes fecA

La estrategia disefiada para la construccion de la mutacion del gen fecA es la que se

detalla a continuacion.
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I.Clonado de fecA en pBSK

En primer lugar se extrajo el ADN gendmico de la cepa Z67 segun el protocolo descrito
previamente, y el ADN extraido se visualiz6 mediante una electroforesis. Utilizando como
molde dicho ADN extraido, se amplificd por PCR la regidon de 2463 pb que contiene al gen
homologo a fecA y su promotor, empleando los cebadores especificos disefiados, la enzima Pfu
polimerasa y el programa de ciclado correspondiente. Luego de una nueva corrida
electroforética que separo el fragmento de interés de otros posibles productos de amplificacion
no especificos, se procedi6 a extraer el ADN del gel de agarosa con el kit QIAquick.
Paralelamente se digiri6 el plasmido pBluescript SK (pBSK Stratagene) con la enzima de
restriccion EcCoRV, que deja extremos romos. Seguidamente se ligaron mediante el uso de la T4
ADN ligasa, el fragmento amplificado por PCR al plasmido pBSK, con el fin de obtener el

plasmido recombinante pBSK-fecA (Fig. 4).

{ fect |

qupR = Figura 4. Clonado

de fecA en pBSK.

2. pBSK-fecA

El producto de la ligacion se utilizd para transformar E. coli DH5a. competentes. Las

1%, X-Gal es un

transformantes fueron seleccionadas en placas con medio LB Amp® y X-Ga
sustrato cromogeénico que al ser hidrolizado por la enzima B-galactosidasa genera un producto
de color azul. La enzima B-galactosidasa se hace funcional por un mecanismo de seleccién de
recombinantes conocido como complementacién en a. Su porcion carboxi-terminal es
expresada por la célula portadora, y la region amino-terminal de la enzima es aportada por el
plasmido. El gen que codifica para esta Gltima porcidn a su vez contiene un sitio de policlonado

en su interior, donde se clona el inserto y lo hace no funcional. Asi, s6lo cuando la célula es

transformada con el plasmido puede sintetizar la enzima de forma completa. Aquellas células
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que recibieron un plasmido recircularizado sin inserto, se veran azules; en cambio aquellas que
se hayan transformado con un plasmido recombinante con inserto, tendran su porcion amino-
terminal de la enzima interrumpida por el inserto, y se visualizaran blancas.

Luego de incubadas a 37°C durante 16 horas, se seleccionaron aquellas colonias blancas
que presentaban resistencia a Amp®. Entonces se repicaron a 5 ml de LB Amp®, se incubaron
24 horas a 37°C, y se guardd una alicuota en Glicerol 25% a -80°C. Se realiz6 una extraccion de
ADN plasmidico siguiendo la técnica explicada anteriormente. Se comprob6 la presencia del
inserto corriendo una electroforesis, comparando la banda resultante con la correspondiente al
vector sin inserto.

Para conocer la orientacion del inserto en el plasmido, se realizd un perfil de restriccion
por medio de dos digestiones con las enzimas Pstl y Notl, y se analizaron los productos
mediante una corrida electroforética.

Il.Interrupcién de fecA con el cassette lacZaacC1

Para comenzar se extrajo el plasmido pAB2002 [40] de un cultivo puro de E. coli DH5a
aislado en medio sélido LB Amp>*Gm°. Para extraer el fragmento correspondiente al cassette
lacZaacC1 de aproximadamente 4,2 Kb, que contiene la subunidad B’ del gen de la proteina [3-
galactosidasa y el gen aacCl que confiere resistencia a Gm se empled la enzima Smal. Al
mismo tiempo se digirio el pldésmido recombinante pBSK-fecA con la enzima EcoRV. Para
continuar, se ligaron ambos productos de restriccion con la enzima T4 ADN ligasa, con el
objetivo de obtener el plasmido pBSK-fecA::lacZaacCl (Fig. 5). Con dicho producto de
ligacion se transformaron células competentes de E. coli DH5a., que se incubaron toda la noche
a 37°C, y la seleccion se hizo en medio LB Amp® Gm® X-Gal®.

Se seleccionaron entonces las colonias azules resistentes a Amp® y Gm®, las cuales se
repicaron en 5 ml de LB Amp®® Gm®, crecieron 24 horas a 37°C. Se extrajo el ADN plasmidico
de las células de dicho cultivo, y se realizd una electroforesis para comprobar la presencia del
inserto. Con el fin de conocer la orientacion del cassette dentro del gen, se realizé un perfil de

restriccion con la enzima HindlIll, y los productos se analizaron por medio de una electroforesis.
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111.Subclonado en pWS233 v pasaje a E. coli TOP10

El plasmido pWS233 [41] es un vector suicida en H. seropedicae, que posee resistencia a
Tc, y los genes sacRB que le confieren sensibilidad a la sacarosa. Un vector suicida es aquel que
puede ser movilizado a una cepa, pero no puede mantenerse en ella, por lo cual se perdera, a
menos que sus genes sufran de recombinacion homologa con genes en el cromosoma bacteriano
y se integren al mismo. Primeramente se escindio el inserto fecA::lacZaacCl del pBSK-
fecA::lacZaacC1l mediante una digestion parcial con la enzima de restricciéon Bglll, y
simultdneamente se digirié el pWS233 con la misma enzima. La digestion del pBSK-
fecA::lacZaacC1 con Bglll fue parcial ya que existe un sitio de corte de la enzima en el gen
aacCl del cassette, que no debia ser digerido, para asi obtener el inserto completo de 6,6 Kb
(Fig. 14). Se ligaron los dos productos de digestion con la T4 ADN ligasa, para obtener el
plasmido pWS-fecA::lacZaacCl (Fig. 6) y se transformaron células competentes de E. coli
TOP10. La seleccién se realizé en medio LB Tc® X-Gal®, las placas se incubaron 24 horas a
37°C, y se seleccionaron las colonias azules resistentes a Tc®. Se repicaron a 5 ml de LB Tc®,
crecieron 24 horas a 37°C. Luego se extrajo el ADN plasmidico de las células de dicho cultivo,
y se realiz6 una digestion con la enzima Bglll para comprobar la presencia del inserto,

comparando las bandas resultantes con la correspondiente al vector sin inserto.
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IV.Conjugacion triparental para obtener pWS-fecA::lacZaacC1 en H. seropedicae Z67

La conjugacion triparental entre las cepas E. coli TOP10 pWS-fecA::lacZaacC1, H.
seropedicae Z67 y E. coli TOP10 pRK2013 se realiz6 con el fin de movilizar la construccién
pWS-fecA::lacZaacC1 a la cepa Z67. El plasmido pRK2013 contiene una resistencia a Km, y
genes de transferencia, motivo por el cual es utilizado para movilizar plasmidos.

En primer lugar se sembré una placa de LB Tc® con E. coli TOP10 pWS-
fecA::lacZaacC1, otra de LB Km®® con E. coli TOP10 pRK2013, y una de TY Nal® con H.
seropedicae Z67. Pasadas 24 horas a 37°C en el caso de las E. coli y a 30°C para H.
seropedicae, se repicd una colonia de cada placa a los mismos medios liquidos con los
correspondientes antibiéticos (Tc®, Km® y Nal®, respectivamente), incubados a 37 y 30°C
durante toda la noche con agitacion. Al dia siguiente, se inoculé 5 ml de TY con 100 ul del
cultivo de Z67 y se incub6 a 30°C con agitacion, 5 ml de LB con 5 ul del de la TOP10
pRK2013 y 5 ml de LB con 5 pl del de la TOP10 pWS-fecA::lacZaacC1, ambos incubados a
37°C con agitacion. Al cabo de 4 horas se procedio a realizar la conjugacion triparental. Esta
consistié en colocar en el centro de una placa con medio TY sin antibidticos una gota
conformada por 30 pl de cada una de las 3 cepas. Se realizaron dos controles negativos: uno de
las E. coli, donde se colocé una gota central en una placa de TY con 30 pl de cada una de las
TOP10; y otro de H. seropedicae, donde se colocé una gota central con 30 pl de la Z67 en una
placa de TY. Las tres placas se dejaron crecer 24 horas a 30°C.

Continuando con la conjugacion, se colecto el crecimiento en placa con ayuda de un ansa
estéril y se resuspendio con ayuda de un vortex cada uno de los tres crecimientos por separado,
en 1 mlde TY. Luego se plaquearon 100 pl de cada uno en TY Tc® Nal®, y se dejaron crecer 30
horas a 30°C. Cumplido ese tiempo, se obtuvieron colonias aisladas que correspondieron a los
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simples eventos de recombinacion en la placa correspondiente a la conjugacién, pero no asi en
las placas control.

V.Induccién del doble evento de recombinacion homéloga

Para obtener el mutante esperado por un doble evento de recombinacion, se repicaron
varias colonias al azar por separado a 5 ml de TY Nal®. Luego de una incubacién de 24 horas a
30°C, cada cultivo se diluy6 50 veces. De cada dilucion se sembraron 100 ul en dos placas: una
de NFb con hierro y sacarosa 8% para comprobar que las células puede crecer y que la mutacién
no es letal; y una de NFb sin hierro, sacarosa 8% y X-Gal?®. La sacarosa se le agrega al medio
para seleccionar las colonias que hayan sufrido del doble evento de recombinacion, ya que
aquellas que posean aun integrado el pWS233, con el gen sacRB (por simple evento), seran
sensibles al compuesto. Se dejaron creciendo 30 horas a 30°C. Las colonias azules en las placas

con X-Gal se seleccionaron como posibles dobles eventos de recombinacién (Fig. 7).

Conjugacion de E. coli Figura 7. Conjugacic’m
2% cuckB TOP10y Iéﬁ S_fmyedme lacZaacCl ) triparental e induccion
é del doble evento de
5. Seleccién de doble recombinacion.

evento de
recombinacién

4. pWS-fecd::lacZaacCl

Este mismo protocolo de conjugacion triparental y posterior induccién del doble evento

de recombinacidn se sigui6 para construir la mutante fecA en la cepa H. seropedicae 4.3.

Verificacion de las mutaciones mediante PCR de colonia

Varias colonias azules escogidas al azar fueron utilizadas para realizar una reaccion de
PCR para confirmar si se trataba del mutante buscado. Para estas reacciones se emple6 el mix
de polimerasas High Fidelity Enzime, que permiti6 amplificar el fragmento de
aproximadamente 6,6 Kb (4,2 Kb del cassette lacZaacC1 y 2,4 Kb del gen fecA). Los productos

se visualizaron mediante una corrida electroforética, y aquellas colonias que dieron como
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resultado un fragmento amplificado de 6,6 Kb fueron sujetas a una segunda verificacion por

Southern Blot.

Verificacion de las mutaciones mediante Southern Blot

El ensayo se realiz6 utilizando el kit NEBlot®Phototope® (New England Biolabs). En
este kit el marcado de la sonda de hibridacion se realiza por incorporacion de biotina mediante
una reaccion de amplificacion con cebadores aleatorios. Brevemente, se extrajo el ADN
plasmidico de la cepa E. coli DH5a pBSK-fecA guardada en glicerol, se digiri6 con la enzima
Bglll para obtener el gen fecA inserto, y se corrié una electroforesis para separar los fragmentos
amplificados. Se extrajo el ADN del gel correspondiente a la banda del gen (de 2,4 Kb) que fue
luego utilizado como ADN molde para el marcado de la sonda, siguiendo el protocolo incluido
en el kit. Comenz6 por una desnhaturalizacion de 80 ng de ADN molde a 100°C durante 5
minutos, y dejandose luego 5 minutos en hielo. Se centrifugé 1 minuto a 6000 g y a 4°C. Se
agregaron 10 pl de un mix de marcado 5X, 5 ul de un mix de dNTPs y 1 ul de Klenow,
incubandose a 37°C durante toda la noche. Al dia siguiente, se frend la reaccién con 5 ul de
EDTA 0,2M pH 8, y se precipitd la sonda marcada con 5 ul de LiCl 4M y 150 nl de etanol
absoluto, incubando por 30 minutos a -80°C. Se lavo con etanol 70%, se resuspendi6 en 20 pl
de TE 1X y se almacené a -20°C.

A continuacion tuvo lugar la transferencia del ADN del gel de agarosa a una membrana
de nitrocelulosa. EI ADN gendmico extraido de las colonias de H. seropedicae Z67 que
presentaron el posible doble evento de recombinacion se digirié con la enzima Sacl, y se realiz6
una electroforesis con los productos de la misma. Se cortd6 una membrana de tamafio un poco
mayor al gel, se humedecié con agua desionizada y se sumergié en 100 ml de buffer de
transferencia SSC 10X (Ver Anexo) durante 5 minutos. Luego se montd un aparato de vacio
para la transferencia del ADN, colocandose primero la membrana y sobre ella el gel. Se cubrié
el gel con solucion depurinizante (Ver Anexo) y se conectd a una bomba de vacio a 30 mbar

durante 3 minutos. Luego se quit6 la solucion, y se cubrié el gel con solucién desnaturalizante
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(Ver Anexo), conectado a 30 mbar durante 7 minutos. Se descartd la solucion anterior, y se
neutralizé a 30 mbar con solucion neutralizante (Ver Anexo), dejandola actuar por 7 minutos.
La transferencia se llevo a cabo durante una hora en buffer SSC 10X a 50 mbar. Se colocd
después la membrana entre dos hojas de papel whatman, y se calenté en horno a 68°C durante
20 minutos para secarla. Se expuso la membrana a luz ultravioleta durante 2 minutos para
entrecruzar el ADN transferido a la membrana, en un transiluminador FOTODYNE
Incorporated®.

Posteriormente se procedié a la hibridacion con la sonda, siguiendo el protocolo
propuesto por los fabricantes del kit. Se humedecié la membrana con buffer SSC 6X y se
prehibridd durante 1 hora a 68°C con solucion de prehibridacion (Ver Anexo). Se desnaturaliz6
la sonda biotinilada por 5 minutos a 100°C y 5 minutos mas en hielo. Se puso a hibridar luego la
membrana a 68°C durante toda la noche con 20 ul de la sonda agregada a la solucién de
prehibridacién. Transcurrido dicho tiempo, se lavo la membrana dos veces con SSC 2X SDS
0,1% durante 5 minutos a temperatura ambiente; luego otro lavado con SSC 0,1X SDS 0,1%
durante 15 minutos a 68°C.

La deteccion del ADN blanco se realizd utilizando el kit Phototope®-StarDetection
(New England Biolabs), mediante una reaccion catalizada con la enzima fosfatasa alcalina, en la
que el agente quimioluminiscente es desestabilizado al desfosforilarse. EI protocolo inicié con
un lavado de la membrana con solucién de deteccion A (Ver Anexo), a temperatura ambiente
con agitacion. Se descartd la solucion, y se incub6 con una solucion de estreptavidina 0,1% a
temperatura ambiente por 5 minutos con agitacion. Se dren6 dicha solucion, y a continuacion se
hicieron dos lavados con solucién de deteccion B (Ver Anexo), con agitacion a temperatura
ambiente, durante 5 minutos. Luego de descartar la solucién anterior, se incubé con una
solucion de fosfatasa alcalina biotinilada 0,1% durante 5 minutos a temperatura ambiente con
agitacion. Se drend la solucién anterior, y posteriormente se realizaron 3 lavados a temperatura
ambiente durante 5 minutos; el primero con solucion de deteccion A, y los siguientes dos con
solucién de deteccion C (Ver Anexo), drenando el liquido entre cada lavado. La deteccion del
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ADN se realizd con un buffer CDP 1X y un reactivo CDP 1% incluidos en el kit, incubando la
membrana durante 5 minutos a temperatura ambiente con agitacion.

Finalmente se reveld por autorradiografia. Se dren6 la membrana cuanto fue posible, y se
expuso a una placa fotografica en una camara de exposicién en completa oscuridad, durante 30
minutos. Seguidamente se sumergié la placa en liquido revelador durante algunos segundos,
luego en agua para lavar, y por Gltimo en liquido fijador durante un minuto. Se enjuago la placa

Y S€ Puso a secar.

Bioensayos

Para caracterizar a la cepa salvaje Z67 y a las mutantes construidas se realizaron
bioensayos en medio minimo NFb-Malato con diferentes fuentes de hierro segin técnica
previamente descripta [17]. Se partié de un indculo primario de cada cepa en NFb-Malato sin
hierro incubado a 30°C por 24 horas. Luego se inoculé 10 ml de un indculo secundario con
agente quelante EDDHA 50 pM con 10° células del primario en fase exponencial, el cual se
dejo crecer la misma cantidad de tiempo y a la misma temperatura, para que las bacteria
provinieran de un medio estresado y tuvieran la menor cantidad de hierro disponible y
almacenada. Se sembrd mediante cultivo incorporado 1 ml de cada cepa en 50 ml de medio
NFb-Malato s6lido con EDDHA 500 puM. Una vez solidificada la placa, se le perforaron
agujeros al agar, y en cada uno se colocdé 10 ul de una fuente distinta de hierro, entre ellas
citrato de sodio 340 mM, citrato férrico 10 mM, hemina 1mM y FeCl; 37 mM como control

positivo. Se dejaron crecer 24 horas a 30°C.

Ensayos de crecimiento

I.Evaluacién de crecimiento en medio sélido por tamafio de colonia

Se parti6 de un in6culo primario en NFb-Malato sin hierro, pasando 10° células del
mismo en fase exponencial tardia a 10 ml de indculo secundario con quelante EDDHA 50 puM.
Ambos se dejaron crecer 24 horas a 30 °C.

33



Para el ensayo se utilizaron placas de Petri con medio minimo NFb-Malato y diferentes
condiciones de hierro: FeCl; 37 uM; agente quelante EDDHA 300 uM; EDDHA 300 uM y
citrato de sodio 100 uM; y EDDHA 300 uM vy citrato férrico 100 uM. Diluciones seriadas al
décimo desde 10° hasta 10° ufc/ml se sembraron en dichas placas con multiansa, para las cepas
por separado. Las placas se dejaron crecer 48 horas a 30°C.

11.Evaluacién de crecimiento mediante curvas en medio liquido

En el caso del crecimiento en medio liquido, para poner a punto el procedimiento se
ensayaron diversas condiciones de disponibilidad de hierro en medio minimo NFb-Malato,
utilizando como agente quelante EDDHA 50 pM. Al igual que para los ensayos anteriores, se
partié de un in6culo primario en NFb-Malato sin hierro. Se midi6 el crecimiento por densidad
Optica a 620 nm, probando diferentes condiciones de suficiencia e insuficiencia de hierro: FeCls
37 uM, EDDHA 50 uM, EDDHA 50 uM citrato férrico 0,1 uM, EDDHA 50 uM citrato férrico
1 uM y EDDHA 50 uM citrato férrico 100 uM. Cada tubo conteniendo 10 ml de medio se
inocul6 con 10° células provenientes del indculo primario en fase exponencial tardia, y se dejo
crecer a 30°C con agitacion a 190 rpm. La primera medicion se realiz6 a las 12 horas, y las

siguientes cada dos horas a lo largo de 8 a 10 horas.

Ensayos de expresion de fecA

Utilizando el mismo cassette lacZ sin promotor empleado en la construccion de las
mutantes, se realizaron ensayos de expresion transcripcional del gen fecA midiendo la actividad
B-galactosidasa en cultivos liquidos de medio minimo NFb-Malato con diferentes condiciones
de disponibilidad de hierro. Las condiciones ensayadas fueron las siguientes: FeCl; 37 uM
como control, EDDHA 50 uM, EDDHA 50 uM vy citrato férrico 0,1 uM; EDDHA 50 uM y
citrato férrico 1 uM, EDDHA 50 uM vy citrato férrico 10 uM y por Gltimo con EDDHA 50 pM
y citrato férrico 100 uM.

Luego de 15 horas de incubados con agitacion a 30°C, se midi6 la densidad Optica de los

cultivos a 620 nm para normalizar los datos en los célculos, ya que no todos los indculos
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crecieron por igual. En tubos eppendorfs se tomaron 200 ul de cada cultivo por separado y se
diluyeron en 800 pl de buffer Z (Ver Anexo) con 25 ul de SDS 1%. Seguidamente se agregaron
25 ul de cloroformo a cada eppendorf, y se incubaron 10 minutos a 30°C. Pasado dicho tiempo,
se agregaron 100 pl de sustrato orto-nitrofenil-B-D-galactopiranésido (ONPG) 4 mg/ml
preparado en el momento con buffer Z, y se incub6 a 30°C durante los minutos necesarios para
que el contenido de los tubos virara a color amarillo. Répidamente se detuvo la reaccion con
400 pl de Na,CO; 1M, se centrifugaron los eppendorfs a 15000g por 15 minutos y se midio la

absorbancia a 420 nm. La expresion se midié mediante Unidades Miller [39].

Ensayo de colonizacién de arroz

I.Preparacion e inoculacion de semillas

El primer dia se descascararon semillas de arroz de la variedad Tacuari. A continuacion
se procedio a esterilizarlas dejandolas 5 minutos en Etanol 70%, y 30 minutos en hipoclorito de
sodio 6% con detergente Triton 0,1%. Luego de 20 lavados con agua destilada estéril, se
secaron las semillas en papel absorbente esterilizado y se crecieron 3 dias en placas de agar-
agua 1% a 30 °C. Transcurrido dicho tiempo, se colocaron las semillas 30 minutos con una
suspension de la cepa a ensayar, a una concentracion de 10° células/ml en un volumen de 1 ml
por semilla. Se lavaron una vez con agua destilada estéril y se transfirieron a tubos conteniendo
medio Hoagland (Ver Anexo) (3 semillas por tubo). Se pusieron a crecer durante 8 dias a 26°C
con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.

I1.Esterilizacién superficial de plantas y conteo de bacterias

Las plantas crecidas se esterilizaron superficialmente incubandolas 1 minuto en Etanol
70%, y luego 1 minuto en hipoclorito de sodio 6%. Se lavaron 3 veces en agua destilada estéril,
se secaron en papel absorbente esterilizado, se cortd la parte aérea (tallo y hojas) de las tres
plantas de cada tubo, y se pesé en placas de Petri estériles previamente pesadas. Seguidamente
se maceraron en un homogeneizador con 1 ml de medio NFb. Se plaquearon 5 diluciones
seriadas al décimo de cada solucion obtenida en el macerado por triplicado en NFb-Malato Nal®,
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y se dejaron crecer 2 dias a 30°C. Por ultimo se conté el nimero de microcolonias de cada

placa.

Estadistica

Todos los ensayos se repitieron al menos dos veces y las posibles diferencias se
analizaron con herramientas estadisticas correspondientes para comprobar diferencias
significativas en los ensayos. En el caso de los ensayos de colonizacion se realizé un analisis de
varianza con un p-valor de 0,05 y posteriormente se aplicd el test estadistico de Tukey [42] con

un p-valor de 0,05.
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RESULTADOS

Analisis in silico

Mediante el analisis in silico del genoma de la cepa secuenciada de H. seropedicae SmR1
se logré identificar dos genes anotados como posibles fecA para la cepa SmR1 (GenelD:
9401878 y GenelD: 9403212). Al realizar un andlisis de las secuencias disponibles, se observo
que s6lo uno de ellos (GenelD: 9401878) es homdlogo al gen fecA de E. coli (GenelD: 946427),
presentando un 42% de identidad. La figura 3 muestra un gel bidimensional de una fraccion
enriquecida en proteinas de membrana externa de cultivos de H. seropedicae Z67 crecidos en
condiciones limitantes de hierro. El producto de dicho gen fue identificado mediante MALDI-
TOF en dicha fraccion. El otro gen anotado como fecA tiene solamente un 22% de identidad con
el gen de E. coli, y un 50% de identidad con el gen homologo a fecA (GenelD: 9401878). El
contexto gendmico en el cual se encuentra el gen homdlogo a fecA en H. seropedicae SmR1 es
el que se muestra en la figura 8a. El gen fecA abarca desde la posicion 1446854 hasta la
1448965 de la hebra (+). No se han encontrado genes homoélogos a fecBCD en dicho genoma,
asi como tampoco genes feclR asociados. Un estudio de los dominios Pfam [43] del producto
del gen muestra que FecA no posee el dominio de interaccion con FecR caracteristico de los

transportadores dependientes de TonB transductores de sefiales (Fig. 8b) (pFAM PF07660, en

E. coli), [44].
(@) : ' ' '
proteina MFS permeasa fecA regulador de la familiaaraC
hipotética
(b) : ,
- SePluges ~@wmiTonBidepiRecams: en E. coli K12

SiPluge- {uTonBidepiRecis en H. seropedicae SmR1

Figura 8. (a) Contexto génico de fecA en el genoma de H. seropedicae SmR1, a un lado el
gen de una permeasa de la Superfamilia Mayor de Facilitadores (MFS), al otro el gen de
un regulador del metabolismo de la arabinosa (araC); (b) Esquema de los dominios Pfam
del gen fecA en E. coli y del homologo en H. seropedicae; en este Gltimo caso falta el
dominio N-terminal (PFO7660).
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Herbaspirillum seropedicae Z67 es capaz de utilizar citrato férrico como fuente de
hierro nutricional

Bioensayos

Luego de sucesivos bioensayos en medio minimo NFb-Malato donde se probaron
distintas concentraciones de agente quelante EDDHA (100, 300, 500 y 700 uM), se eligié
trabajar a 500 puM, ya que esta concentracion permitia el crecimiento de los microorganismos
alrededor de los pocillos con las fuentes de hierro, inhibiéndolo en el resto de la placa. En el
resultado de los mismos para la cepa salvaje Z67 puede observarse un claro halo de crecimiento
alrededor del pocillo de citrato férrico (Fig. 9, pocillo 3). En el pocillo provisto de citrato de
sodio (Fig. 9, pocillo 4), aparece un halo de crecimiento mas pequefio y menos denso que en el
caso anterior. Podemos decir entonces que la cepa Z67 utiliza citrato férrico como fuente de
hierro. Como control positivo se ensayd con FeCls (Fig. 9, pocillo 1). El pocillo conteniendo

hemina no mostr6 ningun halo de crecimiento alrededor (Fig. 9, pocillo 2).

Figura 9. Bioensayo de la cepa
767 en medio NFb-Malato
EDDHA 500uM. Cada pocillo
contiene una fuente de hierro
distinta: (1) FeCly; 37 mM, (2)
hemina 1 mM, (3) citrato férrico
10 mM, (4) citrato de sodio 340
mM.

Evaluacién del crecimiento

Los ensayos de crecimiento se desarrollaron con el fin de evaluar las diferencias en el
crecimiento de la cepa salvaje y las mutantes construidas. Se realizaron dos tipos de ensayo:
crecimiento en medio sélido donde se observé el tamafio de colonia de cada cepa, y crecimiento
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en medio liquido donde se estim6 por densidad Optica, cada cierto intervalo de tiempo, el

namero de células alcanzado en el cultivo de cada cepa.

Crecimiento en medio so6lido

Los ensayos muestran que el tamafio de colonia en condiciones limitantes de hierro para
la cepa salvaje Z67 (Fig. 10, fila 2) es mas pequefio que en presencia de hierro (Fig. 10, fila 1).
Al mismo tiempo, el tamafio de colonia en presencia de citrato férrico es similar al tamafio en
condiciones de hierro suficientes (Fig. 10, fila 3), lo que revertiria el efecto del quelante. Por el
contrario, el agregado de citrato de sodio al medio no logra revertir el efecto del quelante,

observandose colonias de tamafio similar al medio con quelante (Fig. 10, fila 4).

Figura 10. Crecimiento de la cepa Z67. Las distintas filas
corresponden a medio NFb-Malato con diferentes condiciones
de hierro: (1) FeCly; 37uM, (2) EDDHA 300 uM, (3) EDDHA
300 uM citrato férrico 100 uM, (4) EDDHA 300 uM citrato de
sodio 100 uM. En cada columna se indica el titulo de la dilucion
en ufc/ml.

Crecimiento en medio liguido

Para las primeras curvas de crecimiento construidas se partié de un in6culo sin hierro de
la cepa Z67. Las condiciones estudiadas fueron: sin hierro, con citrato férrico 0,1uM vy citrato

férrico 100 uM. Los resultados muestran que con el agregado de citrato férrico al medio, tanto
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0,1 como 100 uM, la densidad Optica alcanzada por los cultivos es mayor que en ausencia de

hierro (Fig. 11).

2,50

2,00

1,50

1,00

DO a 620 nm

0,50
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4= Sin hierro
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-

Citrato férrico 100
UM

10 12 14 16 18 20 22 24

tiempo (horas)

Construccion de las mutantes fecA

Figura 11, Curvas de
crecimiento construidas con la
cepa Z67, partiendo de un
indéculo primario sin hierro. El

experimento se repitid dos
veces obteniendo resultados
similares.

El primer paso para la construccion de la mutante fue el clonado del gen fecA en el

plasmido pBSK (Fig. 12). Se repico una colonia blanca y se aisl6 el ADN plasmidico. Para

verificar la presencia del inserto se realizaron dos digestiones independientes con las enzimas

Pstl y Notl (Fig. 13). En el caso del clonado en el mismo sentido al lacZ presente en el vector,

se esperaban fragmentos de unos 70 y 5350 pb con la enzima Notl y de 1900 y 3520 pb con la

Pstl. Para el clonado en sentido opuesto al lacZ, se esperaban fragmentos de unos 2470 y 2950

pb con Notl y de 580 y 4840 pb con Pstl. El patrén de digestion obtenido para el plasmido

aislado corresponde al sentido KS opuesto al gen lacZ, debido a la presencia de fragmentos de

aproximadamente 2470 y 2950 pb en la digestion con Notl y fragmentos de 580 y 4840 pb en la

digestién con Pstl (Fig. 13).

40



Hindlll

Pstl Figura 12. Esquema de |la
Bgll construccion pBSK-fec4, donde se
muestran los sitios de corte de algunas
MCS Notl 3 sy
psti  enzimas utilizadas.

pBSK-fecA
5421 pb

Figura 13. Gel de agarosa 0,8% (p/v) en TAE 1X de las digestiones con las enzimas
Pstl y Notl para comprobar el sentido de insercion del gen fec4 en el pBSK. En el
primer carril se sembro el marcador de peso molecular 1 Kb DNA ladder (Fermentas);
en cada banda se indican los pares de bases estimados para la misma. El carril 3 se
corresponde con la digestion del posible plasmido pBSK-fecA4 aislado de un clon con la
enzima Pstl. En el carril 6 se sembro la digestion del pBSK-fecA con la enzima Notl.

El siguiente paso de la estrategia consistié en la interrupcion del gen fecA con el cassette
lacZaacC1l obtenido del plasmido pAB2002 (Fig. 14). Se aisl6 el ADN plasmidico de dos

colonias diferentes, se verifico la presencia del inserto mediante una corrida electroforética y se
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comprobd la orientacion del mismo mediante la digestion con la enzima Hindlll (Fig. 15). Si el
cassette se insertaba en el mismo sentido que fecA, en la digestién con la enzima Hindlll se
esperaban fragmentos de aprox. 1280 y 8340 pb. En cambio, si lo hacia en sentido opuesto a
fecA, se esperaban fragmentos de unos 4140 y 5480 pb. De acuerdo a los resultados, en ambos
plasmidos aislados, el cassette se insertd en el mismo sentido que el gen fecA, sentido que se

buscaba para poder llevar a cabo los ensayos de expresion posteriores (Fig. 15).

A continuacién se escindié el gen interrumpido con el cassette del plasmido pBSK-
fecA::lacZaacC1 para subclonarlo en el plasmido pWS233 (Fig. 16), para lo cual se utilizo la
enzima de restriccion Bglll. Sitios de restriccion para dicha enzima fueron agregados en los
extremos de los cebadores FecAsense y FecAantisense, ya que existia en el pWS233 un sitio
Unico de corte para la enzima, donde se podria clonar el inserto. Se extrajo el ADN plasmidico
de cuatro colonias aisladas y la presencia del inserto fue verificada mediante una digestién con

la misma enzima (Fig. 17), en la cual se esperaban fragmentos de 1480, 5180 y 8500 pb aprox.

Hindlll

Figura 14. Esquema de la construccion
\ pBSK-fecA::lacZaacC'l, donde se
pBSK-fecA::lacZaacC1 muestran los sitios de corte de algunas

9621 pb enzimas utilizadas.
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Figura 15. Gel de agarosa 0,8% (p/v) en TAE 1X de las extracciones de los
plasmidos pBSK-fecA::lacZaacC'l y las digestiones con la enzima HindIII
para comprobar el sentido de insercion del cassette lacZaacC'l en el pPBSK-
fecA. En el primer carril se sembro el marcador de peso molecular 1 Kb
DNA ladder (Fermentas), en cada banda se indican los pares de bases
estimados para la misma, en los carriles 3 y 4 dos plasmidos recombinantes
pBSK-fecA::lacZaacC'l sin digerir. Luego en los carriles 6 y 7 se
sembraron las digestiones con HindlIII de los dos plasmidos recombinantes.

Bglll

pWS-fecA::lacZaacC1 Figura 16. Esquema de la construccion
pWS-fecA::lacZaacC'l, que luego se
utilizo  para  transformar  células
competentes de £. coli TOP10.

15163 pb
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Figura 17. Gel de agarosa 0,8% (p/v) en TAE 1X de las digestiones de los
plasmidos recombinantes pWS-fecA::lacZaacC'l con la enzima Bglll para
verificar la presencia del inserto fecA::lacZaacCl. En el primer carril se
sembro el marcador de peso molecular 1 Kb DNA ladder (Fermentas), en
cada banda se indican los pares de bases estimados para la misma; el carril 2
muestra el plasmido pWS233 digerido con Bglll. Los carriles 3, 4, 5y 6 se
corresponden con plasmidos digeridos con la enzima.

Se llevo adelante luego la conjugacion triparental y la posterior induccién del doble
evento de recombinacién homologa para obtener al fin las mutantes esperadas, Z67 y 4.3 con su
gen fecA no funcional. Las mutaciones fueron verificadas mediante dos procedimientos.
Primeramente ser realiz6 una PCR de colonia con el mix de enzimas High Fidelity Enzime y los
cebadores disefiados FecAsense y FecAantisense (Figs. 18 y 19). En los geles de las corridas
electroforéticas de estas PCR para ambas cepas, ademas de visualizarse la banda de unas 6,6 Kb
esperada para las mutaciones, pueden observarse también otras bandas producto de
amplificaciones inespecificas. En segunda instancia se confirmaron tres de las mutantes
derivadas de Z67 por Southern Blot (Figs. 20 y 21), digiriendo con la enzima Sacl a dos
concentraciones distintas de ADN: 1,5 ng/ul de reaccion (Fig. 20, carriles 3,5y 7) y 3,0 ng/ul

de reaccion (Fig. 20, carriles 4, 6 y 8). Los carriles donde se corrieron estas ultimas digestiones
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con mayor concentracién de ADN, muestran una banda gruesa en la parte superior (por encima

de los 10 Kb). Esta banda corresponderia a ADN genémico no digerido.

Figura 18. Gel de agarosa 0,8% (p/v) en
TAE 1X de las PCR de cuatro colonias
de las mutantes del gen fec4 en Z67. En
el primer carril se sembro el marcador de

peso molecular 1 Kb DNA ladder
(Fermentas), en cada banda se indican
los pares de bases estimados para la
misma; el carril 2 muestra el ADN
genomico de la cepa salvaje, los carriles
3,4, 5y 6 se corresponden con los ADN
genoémicos de 4 colonias con su fecAd
iterrumpidos por el cassette lacZaacC'l.

Figura 19. Gel de agarosa 0,8% (p/v)
en TAE 1X de la PCR de colonia de la
mutante del gen fec4 en 4.3. En el
primer carril se sembro el marcador de
peso molecular 1 Kb DNA ladder
(Fermentas), en cada banda se indican
los pares de bases estimados para la
misma. Los carriles 2 y 3 se
corresponden con el ADN genomico de
la cepa 4.3 y el ADN genomico de una
colonia con el fecA interrumpido por el
cassette lacZaac('l, respectivamente.
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Figura 20. (a) Autorradiografia de la membrana correspondiente al
Southern Blot que verifica la mutacion del gen fecA con el cassette
lacZaacCl en la cepa Z67. En el carril 1 se muestra el marcador de peso
molecular 1 Kb DNA ladder (Fermentas), en el 2 el ADN genomico de la
cepa salvaje como control. Carriles 3, 5y 7 corresponden a ADN gendémico
de 3 colonias mutantes digerido con Sacl a menor concentracion de ADN;
y los carriles 4, 6 y 8 a los mismos genomicos digeridos con Sacl a mayor
concentracion de ADN. Para ayudar a la comprension de la imagen, en (b)
se muestra un esquema de la autorradiografia. La sonda se construyd por
incorporaciéon de biotina mediante una reaccion de amplificacion con
cebadores aleatorios, utilizando como molde el gen fecA salvaje.

(a)

cromosoma

Sacl Sacl Sacl
(-5545pb) (+791pb) (+10840pb)

cromosoma

Sacl 0 Sacl
(-5545pb) (+§8ﬂ)b) (+6640pb)

Figura 21. (a) Esquema de interrupcion del gen fecd en el genoma de Z67 y 4.3. (b)
Esquema del gen fec4 en la cepa salvaje. Los segmentos en rojo indican donde hibrida la
sonda, y estan indicados también los sitios de restriccion de Sacl mas cercanos al gen, y
dentro del mismo. Se esperd observar en la autorradiografia del Southern Blot fragmentos
de aproximadamente 6340 y 10050 pb en el caso de la mutante, y fragmentos de 6340 y
5850 pb para la cepa salvaje.
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Caracterizacion de las mutantes construidas

Los resultados de los bioensayos y del estudio de crecimiento en medio sélido realizados
con las dos mutantes construidas en este trabajo mostraron que no existen diferencias en el
fenotipo con las cepas parentales (datos no mostrados). En el caso de los bioensayos, se observo
un halo de crecimiento alrededor del pocillo que contenia citrato férrico, y los tamafios de
colonia obtenidos para ambas mutantes fueron similares a los de los parentales, repitiendo el
mismo patron: menor tamafio en presencia de quelante, aumento con el agregado de citrato

férrico a la par del tamafio mostrado en el medio con hierro.

Estudio del crecimiento de las mutantes

Para la construccion de las curvas de crecimiento en medio liquido se siguieron dos
estrategias. En primer lugar se partié de un in6culo sin hierro de cada cepa, en medio NFb-
Malato. Las condiciones de disponibilidad de hierro trabajadas en este caso fueron: con hierro
FeCl; 37 uM; EDDHA 50 uM; EDDHA 50 uM vy citrato férrico 0,1uM; EDDHA 50 pM y
citrato férrico 1 uM; y EDDHA 50 uM vy citrato férrico 100 uM. Los resultados para la cepa
Z67 y su mutante derivada Z67-fecA” muestran que a las 16 horas de incubacién y a
concentraciones de citrato férrico de 0,1 uM las densidades Opticas alcanzadas por la cepa
salvaje son mayores a las de la mutante (DO a 620 nm de 1,06 y 0,82, respectivamente). A
concentraciones mayores de citrato férrico los crecimientos de ambas cepas son similares (Figs.
22y 24). Para la cepa 4.3 y su mutante derivada 4.3-fecA", los resultados son similares, pero las
diferencias de densidad 6ptica registradas se observan a concentraciones de citrato férrico de
1uM (DO a 620 nm de 1,17 y 0,78, respectivamente) (Figs. 23 y 24). Luego de las 16 horas de

crecimiento, las densidades tienden a igualarse.
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Figura 22. Curvas de crecimiento construidas con las cepas Z67 y su mutante en
el gen fecA, a partir de un inoculo primario sin hierro. Condiciones de hierro: (a)
con hierro; EDDHA 50 uM; EDDHA 50 puM citrato férrico 0,1 puM; y (b)
EDDHA 50 uM citrato férrico 1 uM, EDDHA 50 uM citrato férrico 100 puM.
Solo se muestra la curva de la cepa parental para el cultivo con EDDHA 50 pM,
dado que ambas cepas tuvieron igual crecimiento. El experimento se repitié dos
veces, obteniéndose resultados similares.
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Figura 23. Curvas de crecimiento construidas con las cepas 4.3 y su mutante en el
gen fecA, a partir de un cultivo primario sin hierro. Condiciones de hierro: (a) con
hierro; EDDHA 50 uM; EDDHA 50 uM citrato férrico 0,1 pM; y (b) EDDHA 50
uM citrato férrico 1 pM, EDDHA 50 pM citrato férrico 100 pM. Sélo se muestra la
curva de la cepa parental para el cultivo con EDDHA 50 uM, dado que ambas cepas
presentaron igual crecimiento. El experimento se repitié dos veces, obteniéndose
resultados similares.
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Concentracion de citrato férrico

Figura 24. Densidades opticas alcanzadas a las 16 horas de crecimiento,
para las cuatro cepas, partiendo de indculos sin hierro. Se muestran solo a
las concentraciones de citrato férrico donde se visualiza claramente la
diferencia entre la cepa parental y su mutante derivada.

Con la hipétesis de que las bacterias podrian tener un suministro de hierro acumulado en
sus proteinas de almacenamiento, se procedio a realizar una segunda estrategia. ES asi que para
las curvas a continuacién se repicaron 10° células del indculo primario sin hierro en fase
exponencial tardia a 5 ml de un segundo indculo con EDDHA 50 uM y se dej6 crecer otras 24
horas. Las condiciones de hierro ensayadas fueron las mismas que en las curvas anteriores. En
estas curvas se observé que las densidades Opticas alcanzadas a las 16 horas por la cepa Z67 y
su mutante difieren, siendo mayores las de la salvaje que la mutante, y ese fenotipo se mantiene
a todas las concentraciones de citrato férrico (Fig. 25 y 26). Sin embargo, pasadas las 16 horas

comienzan a igualarse las densidades nuevamente.
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Figura 25. Curvas construidas con las cepas Z67 y su mutante en fecA4, a partir de un
moculo primario sin hierro, pasando por un segundo inoculo con EDDHA 50 puM.
Condiciones ensayadas: (a) con hierro; EDDHA 50 uM; EDDHA 50 pM citrato
férrico 0,1 pM; y (b) EDDHA 50 uM citrato férrico 1 pM, EDDHA 50 puM citrato
férrico 100 uM. Solo se muestra la curva de la cepa salvaje para el cultivo con
EDDHA 50 pM, dado que ambas cepas presentaron igual crecimiento. El
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experimento se repitio dos veces, obteniéndose resultados similares.
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Figura 26. Densidades oOpticas alcanzadas a las 16 horas de crecimiento, para
la cepa Z67 y su mutante derivada fecA-, partiendo de indculos con EDDHA 50
uM.

Ensayos de expresion del gen fecA

Utilizando el cassette lacZaacCl sin promotor empleado en la construccion de las
mutantes, y bajo el control del promotor de fecA, se realizaron ensayos de expresion bajo
diferentes condiciones de hierro y citrato férrico; y los resultados de los mismos se muestran en
la figura 27. Se utilizaron como control del ruido de fondo del método de medida las cepas 267
y 4.3, que no poseen el cassette lacZaacC1 y por lo tanto no expresan la enzima codificada por
el gen reportero en ninguna de las condiciones. En condiciones de suficiencia de hierro, no hay
expresion del gen para ninguna de las dos cepas estudiadas. Cuando al medio se le adicioné el
quelante EDDHA 50 pM, dejando al cultivo en condiciones limitantes de hierro, se registré la
mayor expresion del gen. A concentraciones bajas de citrato férrico (en el orden de 0,1 uM y 1
H1M), la expresidn del gen se mantuvo alta, si bien fue un poco menor en comparacion con su
expresion en medio con quelante Unicamente. A medida que se aumento la concentracion de
citrato férrico (a 10 y 100 uM) el gen se expresé menos, hasta practicamente no registrarse

actividad.
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Estos resultados muestran que el gen fecA estd regulado negativamente por la

disponibilidad de hierro.

90,000
— 80,000 H FeCl3 37 pM
]
E 70,000
2 60,000 HEDDHA 50 uM
3
& 50,000 ’
‘c W EDDHA 50 uM citrato férrico
S 40,000 0.1 uM
-]
g 30,000 M EDDHA 50 pM citrato férrico 1
£ 20,000 M
<
10,000 ® EDDHA 50 uM citrato férrico 10
0,000 HM
267 Z67-fecA 4.3 4.3-fecA M EDDHA 50 uM citrato férrico
100 puMm

cepas
Figura 27. Ensayo de expresion del gen fecd para las distintas condiciones de
disponibilidad de hierro en las cuatro cepas estudiadas. Cada columna muestra su

correspondiente barra de error con el desvio estandar, considerando las tres mediciones
realizadas.

Ensayos de colonizacion de arroz

Los ensayos de colonizacion de arroz de la variedad Tacuari, utilizada en plantios del
Uruguay, tuvieron como objetivo comparar la persistencia en la planta de las cepas 267, 4.3y la
mutante fecA™ construida en la cepa 4.3. EI motivo de la eleccion de esta mutante para la
realizacion del ensayo fue que dado que no es capaz de producir sider6foros ni tampoco el
transportador FecA se encontraria mas comprometida en su crecimiento sin hierro. El protocolo
seguido para los mismos tuvo una duracion de 11 dias, y es el que se detall6 previamente en la

seccién Materiales y métodos.

Con los datos de los recuentos de microcolonias obtenidos en los ensayos de colonizacion
con las cepas 267, 4.3 y 4.3-fecA” (Ver Anexo) se realiz6 un analisis de varianza con un p-valor
de 0,05 y un test de Tukey con el mismo p-valor, y no se hallaron diferencias significativas.

Esto significa que la colonizacién y persistencia de las tres cepas dentro de la planta de arroz, a
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los 8 dias de la transferencia a los tubos, son similares, con valores entre 10° y 108 UFC/g de
parte aérea de la planta (Fig. 28). Podemos decir que la produccion de sider6foros, y el
transportador FecA no tienen efecto en la colonizacion de plantas de arroz por parte de esta

bacteria.
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Figura 28. Persistencia de las distintas cepas en las plantas a los 8 dias
de transferidas las semillas inoculadas a los tubos, medida como log,, de
las UFC/g de la parte aérea de la planta. Cada columna presenta su barra
de error con el desvio estandar.
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DISCUSION

Los microorganismos endéfitos son aquellos que pueden ser aislados de una planta
esterilizada superficialmente sin causar sintomas visibles de dafio, que tienen la capacidad de
reinfectar plantas hospederas, y de los que existe una evidencia microscépica de la colonizacion
interna [2]. H. seropedicae es una cepa modelo de endofito, con un importante potencial como
promotor de crecimiento vegetal de gramineas como el arroz [31, 33]. Estos organismos, como
la mayoria de los seres vivos, necesitan del metal hierro que participa en procesos celulares
vitales [8]. Uno de los sistemas de captacion de hierro, muy estudiado en E. coli, es aquel
mediado por citrato férrico, internalizado mediante el transportador dependiente de TonB FecA,
y donde participan también los genes del operén fecABCDE vy feclR [21].

El genoma de la cepa H. seropedicae Z67 ha sido secuenciado utilizando la plataforma
ABI-SOLID y presenta Gnicamente polimorfismos de simple nucleétido con el genoma
publicado de la cepa SmR1 (comunicacién personal Emanuel Maltempi de Souza), por lo cual
nos basamos en dicho genoma para los analisis in silico. EI mismo permitié identificar dos
genes anotados como fecA para la cepa SmR1, aungue con el posterior analisis de dichas
secuencias, s6lo uno de ellos resulté homélogo al fecA de E. coli con un 42% de identidad. El
contexto gendmico de fecA en E. coli incluye al resto de los genes del operén fecABCDE, pero
no asi el contexto gendmico para el gen en la cepa SmR1, donde no se encontraron homélogos a
fecBCD ni tampoco a fecIR asociados. Incluso el gen fecA en la cepa SmR1 tampoco contiene el
dominio de interaccion con FecR que caracteriza a los transductores TonB-dependientes. El
conjunto de las proteinas FecBCDE es responsables de internalizar el citrato férrico al citosol en
E. coli. La ausencia de genes homologos en H. seropedicae indica que existirian otros
mecanismos actuando en el transporte de citrato férrico al citosol.

Para verificar que H. seropedicae Z67 es capaz de utilizar citrato férrico como fuente
nutricional de hierro, se realizaron bioensayos en medio minimo con quelante y probando
distintas fuentes de hierro. Se evalué el crecimiento de la cepa H. seropedicae Z67 en medio
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solido, observando el tamafio de colonia. La diferencia entre los bioensayos y el crecimiento en
medio solido puede deberse a que la concentracion de citrato de sodio en los bioensayos fue de
340 mM, mientras en el otro experimento se utilizd una concentracion de 100 uM. El citrato de
sodio puede contener trazas de hierro en si mismo, y a una concentracion tan elevada como lo es
340 mM podria haber aumentado el hierro en el medio, formando el complejo citrato férrico y
por eso la aparicion de halo de crecimiento. También esa concentracion alta podria hacer que el
citrato de sodio compita por el hierro que hubiera secuestrado el quelante, y formar citrato
férrico, aunque en el medio minimo utilizado este hierro seria escaso. Se realizaron, por Gltimo,
ensayos de crecimiento en medio liquido a dos concentraciones de citrato férrico.

A partir de los tres ensayos antes mencionados se podia concluir que H. seropedicae Z67
es capaz de utilizar citrato férrico como fuente de hierro nutricional. Quedaba entonces por
verificar si este complejo citrato férrico es internalizado a través del transportador de membrana
externa FecA. Por este motivo se procedid a la construccion de una mutante dirigida al gen que
codifica para el homdlogo al fecA de E. coli, en H. seropedicae Z67 (que llamamos Z67-fecA),
y luego en 4.3 (que denominamos 4.3-fecA").

Al momento de caracterizar las mutantes construidas, se aplicaron los mismos ensayos
utilizados anteriormente con la cepa H. seropedicae Z67. Tanto los bioensayos para las cepas
Z67-fecA’y 4.3-fecA” como los ensayos de crecimiento en medio sélido por tamarfio de colonia,
no mostraron diferencias con respecto a H. seropedicae Z67. Esto sugiere que no hay un
fenotipo distinguible entre las mutantes y la cepa salvaje. Sin embargo, es necesario sefialar que
la concentracion de citrato férrico utilizada en el ensayo de crecimiento en medio sélido fue de
100 uM, concentracion a la cual no hay expresion de fecA. La ausencia de diferencias entre
mutantes y parentales podria deberse a este hecho.

Para el estudio del crecimiento de las mutantes se construyeron curvas en medio minimo
liquido con diferentes condiciones de disponibilidad de hierro y citrato férrico, partiendo de un
indculo primario sin hierro en primera instancia. La diferencia en el crecimiento entre las cepas

parentales y sus mutantes derivadas estarian indicando la existencia de un leve fenotipo, que se

56



evidencia a las 16 horas de incubacion. Para la mutante 4.3-fecA” este leve fenotipo se da a una
concentracion de citrato férrico mayor que para Z67-fecA’. Sin embargo a mayor tiempo de
incubacién el crecimiento de ambas cepas se iguala. Esta diferencia de concentraciones de
citrato férrico en las que se manifiesta el fenotipo puede deberse a que la doble mutante (es
decir, la mutante fecA™ derivada de 4.3) estd mas comprometida en su crecimiento por no poder
producir ni sider6foros ni FecA.

En la segunda estrategia empleada para la construccion de curvas se buscd que las
bacterias provinieran de un medio mas limitado en hierro, por lo que el prein6culo sin hierro se
repicé a otro preinoculo con quelante a 50 uM. El crecimiento de la cepa Z67-fecA” resultd ser
menor al de Z67 a las 16 horas post-inoculacion y a cualquier concentracion de citrato férrico.
Transcurrido ese tiempo, todos los cultivos tendieron a igualar su crecimiento. Esto sugiere que
la mutacion en el gen fecA en H. seropedicae le confiere un fenotipo leve, que se manifiesta por
el menor crecimiento en medio con hierro limitante y con citrato férrico como Unica fuente.
Dicho fenotipo se pierde a las 16 horas de incubacion. Una posible explicacion a esta pérdida de
fenotipo luego de las 16 horas de crecimiento es la existencia de otro sistema de captacion de
citrato férrico que, ya sea comience a expresarse en alguna fase tardia de crecimiento posterior a
las 16 horas, y por eso revierta el fenotipo en ese tiempo; o bien que tenga baja afinidad por el
citrato férrico, y lo internalice lentamente, demorando en revertir el efecto del quelante. En
Mycobacterium smegmatis por ejemplo, unas porinas son las responsables de la captacion del
mismo. Cepas deficientes en dichas porinas muestran signos de deficiencia de hierro, incluso en
condiciones de suficiencia del metal, debido a la disminucién de adquisicion de hierro desde
citrato férrico [45].

Cuando se analizo la expresion del gen fecA, se hizo indirectamente mediante el registro
de la actividad de la enzima pB-galactosidasa codificada en el gen lacZ del cassette utilizado en
la construccion del mutante y regulado por el promotor del gen fecA. En el medio con hierro en
cantidades suficientes, se registré actividad a niveles basales. En condiciones de insuficiencia de

hierro, es decir, con el agregado de agente quelante al medio, se registré la maxima expresién
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del gen, tanto para la mutante Z67-fecA” como para la 4.3-fecA". A medida que la concentracion
de citrato férrico aumento, la expresion del gen disminuy6 hasta casi no registrarse actividad
enzimatica. Esto estaria indicando que el citrato férrico en condiciones de suficiencia de hierro
hace innecesaria la expresidn de sistemas de alta afinidad de captacion del mismo. Queda por
realizar la complementacion in trans de las mutantes para confirmar el fenotipo observado.

Los ensayos de colonizacion fueron realizados inoculando las semillas crecidas con las
cepas 267, 4.3 y 4.3-fecA’". Para todas ellas, la presencia a los 8 dias de la transferencia de las
semillas a los tubos fue del orden de entre 10° y 10° UFC/g de parte aérea de la planta,
sugiriendo que la colonizacion y persistencia de H. seropedicae en la planta de arroz es
independiente de la produccidn de sider6foros y del transportador FecA. Es posible, al igual que
sugieren otros resultados, que estén actuando otros sistemas de captacion de citrato férrico
alternativos.

Existen varios posibles mecanismos alternativos para el transporte de citrato férrico al
citosol en H. seropedicae. El gen citM (Hsero 2226), homélogo al citH de Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria, se encuentra en el genoma de la cepa secuenciada SmR1, cercano a
un sistema ABC de transporte de Fe®". Este gen, perteneciente a la familia citMHS, codifica
para un transportador de citrato en X. campestris pv. vesicatoria, cuyo promotor se activa por
citrato; y se ha visto que contribuye en la virulencia de dicho patdgeno sobre el tomate y el
pepino [46].

En P. aeruginosa la captacion de hierro mediada por citrato involucra las proteinas FeoB
y PcoA, ademés del transportador de membrana externa FecA. FeoB, un transportador de Fe®*
presente en la membrana citopldsmica, internaliza al citosol el i6n ferroso, lo que conlleva una
previa reduccién del ién férrico a su forma ferrosa por parte de una reductasa desconocida.
PcoA es una multicobre’oxidasa que transforma Fe®* en Fe®*, que posteriormente es
internalizado al citosol por un transportador de ion férrico del tipo ABC [29]. Otro organismo
que posee el transportador FeoB es el patdgeno Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Mutaciones en
dicho gen llevan a una deficiencia en la virulencia de la bacteria sobre la planta de arroz [28].
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Resulta interesante que H. seropedicae SmR1 porta un gen homdlogo a feoB (Hsero_0051), y
un homélogo a pcoA (Hsero_1601), acompafiados de sistemas ABC de transporte de Fe**.

A modo de conclusion, H. seropedicae Z67 es capaz de utilizar citrato férrico como
fuente nutricional de hierro. EI transportador de membrana externa FecA, codificado por el gen
homologo a fecA de E. coli K-12, es responsable de internalizar el complejo a la célula, aunque
no seria el dnico mecanismo actuando. Los resultados obtenidos en todos los ensayos sugieren
la existencia de otro/s sistema/s de captacién de citrato férrico que estaria/n participando, ya sea
en etapas tardias del crecimiento y/o con baja afinidad por el complejo; y por eso el leve
fenotipo observado en la mutante a las 16 horas de incubacion, se revierte luego de dicho
tiempo. Por ultimo, la produccidn de sider6foros y del transportador de membrana externa FecA
no tendria ningun efecto en la colonizacion de la planta de arroz, como se ha reportado para la

infeccion de algunos fitopatdgenos como P. syringae pv. tomato [30].

PERSPECTIVAS

Dada la existencia de otros sistemas de captacion de citrato férrico que no utilizan la via
de internalizacion por el transportador FecA, y que se expresan tardiamente y/o con menor
afinidad, en futuros trabajos se podrian mutar los genes relacionados a dichos sistemas y repetir
los ensayos de caracterizacion de las nuevas mutantes, asi como los estudios de crecimiento de
las cepas y expresion de los genes mutados. Cepas que porten mutaciones en los genes citM y
feoB, o la doble mutante, podrian presentar deficiencias en el crecimiento a base de citrato
férrico como unica fuente de hierro.

Por otra parte, se sabe que en el xilema de las plantas los principales quelantes de iones
metalicos son los acidos organicos, como el citrato [47]. Seria interesante entonces, evaluar
mediante microscopia si las nuevas mutaciones construidas tienen un efecto en la colonizacién

del xilema de la planta de arroz por parte de H. seropedicae Z67.
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ANEXO

Composicion de los medios

NFb-Malato (pH 6,5)

MgSO, 4% 5ml
NaCl 10% 1ml
CacCl, 2,5% anhidro 0,8 ml
Biotina 0,1g/1 1ml

Solucion de microelementos 10 ml

Malato 20% 25 ml
NH,CI 20 ml
Mezcla de fosfatos 50 mi
FeCl;37 mM 1mi

Agua desionizada 1000 ml csp

¢ Solucién de microelementos: Na,Mo00,.2H,0 1 g/lI; MnSO,.H,0 1,175 g/l; H;BO; 1,4
g/l; CuSQO,4.5H,0 0,04 g/l; ZnS0O,.7H,0 0,12 g/l

¢ Mezcla de fosfatos: K,HPO, 17,8 g/l; KH,PO, 159,5 ¢/I. pH 5,6.

TY (Tryptone Yeast extract medium) (pH 7)

Triptona 5¢

Extracto de levadura 309

CaCl, 2,5% anhidro 2ml

Agua desionizada 1000 ml csp

LB (Luria-Bertani) (pH 7)

Triptona 10g
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Extracto de levadura 59
NaCl 10¢g

Agua desionizada 1000 ml csp

En el caso de los medios sélidos, se utilizé una concentracion de Agar de 16 g/l.

Hoagland

K;HPO,4 1M 1ml
KH,PO,4 1M 1mi
MgSO, 1M 2ml
Solucién de micronutrientes 1ml

FeSO, 200 mM 1ml

Agua desionizada 1000 ml csp
CaCl, 1% (luego de autoclavado) 30 ml

e Solucién de micronutrientes:

KCl 3,728 g/l
H;BO; 1,546 g/l
MnSO,.H,0 0,338 g/l
ZnS0,.7H,0 0,575 gl
CuS0,4.5H,0 0,125 g/l
Na,M00,.2H,0 0,081 g/l

Composicion de las soluciones utilizadas

Buffer TE (Tris EDTA)
Tris 10 mM, EDTA 25 mM

pH 8



CTAB/NaCl
4,1 g de NaCl en 80 ml de agua desionizada, 10 g de CTAB calentado a 65°C.

Ajustar volumen final a 100 ml.

Solucion | para extraccion de ADN plasmidico

Glucosa 50 mM, Tris-Cl 25 mM pH 8, EDTA 10 mM

Esterilizado por autoclave.

Solucién |1 para extraccién de ADN plasmidico

NaOH 0,2 N, SDS 1%

Preparada fresca en el momento.

Solucién 111 para extraccién de ADN plasmidico

60 ml de acetato de potasio 5 M, 11,5 ml de acido acético glacial, 28,5 ml de agua

desionizada.

Buffer TAE 25X

121 g de Tris base; 28,55 ml de &cido acético glacial 100%; 50 ml EDTA 0,5 M pH 8

Buffer de transferencia SSC 10X

NaCl 1,5 M, Citrato de sodio 0,15 M

pH 7

Solucién depurinizante

HCI1 0,25 M
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Solucién desnaturalizante

NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M

Solucién neutralizante

NaCl 1,5 M, Tris-HCI 1 M

pH 7,5

Solucion de prehibridacion

SSC 20X; Denhardts 40X; SDS 10%; H,O desionizada.

Solucién de deteccién Ay B

SDS 10%; NaCl 1M; Buffer P.
Buffer P: NaH,PO, 0,2M; Na,HPO, 0,2M y H20 desionizada.

La solucién de deteccion B consiste en una dilucién al décimo de la solucion A.

Solucién de deteccién C

Tris-HCI 100 mM; NaCl 100 mM; MgCl, 10 mM

pH 9,5

Buffer Z
Na,HPO,.7H,0 0,06 M; NaH,PO,.H,0 0,04 M; KCI 0,01 M; MgS0O,.7H,0 0,001 M; B-
mercaptoetanol 0,05 M; 1000 ml csp de agua desionizada.

Ajustar el pH a 7 y no autoclavar.

Abreviaturas

Nal® Acido nalidixico 5 pg/ml
Km® Kanamicina 50 pg/ml
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50

Amp
Gm®
T

SDS

X-Gal®

CTAB

EDDHA

EDTA
DO

pb
Kb

Ampicilina 50 pg/ml

Gentamicina 5 ug/ml

Tetraciclina 5 pg/ml
Dodecil sulfato de sodio

5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido 20 pg/ml

hexadeciltrimetil bromuro de amonio

acido etilendiamino -N, N' -bis(2-hidroxifenilacético)
acido etilendiaminotetraacético

densidad optica
pares de bases

kilobases

Datos de los recuentos de microcolonias obtenidos en los ensayos de colonizacion de

arroz

Los resultados finales mostrados en la seccion Resultados, son el promedio de los

obtenidos en varios ensayos (con excepcion de la cepa 4.3-fecA’, con la cual se realizé un Unico

ensayo). En cada uno se realizaron 8 repeticiones, y de cada una se sembraron las cinco

diluciones al décimo por triplicado.

Cepa Z67
Ensayo 1
Sin
Repeticion  diluir  Dilucion 10 Dil. 10° Dil. 10° Dil. 10* Dil. 10° Peso (grs)
1 Lawn Lawn 9 0 0 0 0,1375
Lawn Lawn 16 1 0 0
Lawn 18 8 1 0 0
2 Lawn 4 0 0 0 0 0,1244
Lawn 5 0 0 0 0
Lawn 6 0 0 0 0
3 Lawn Lawn 13 2 1 0 0,0719
Lawn Lawn 7 0 0 0
Lawn Lawn 13 1 0 0
4 Lawn Lawn 6 1 0 0 0,0683
Lawn Lawn 3 0 0 0
Lawn Lawn 3 0 0 0
5 Lawn Lawn 25 2 0 0 0,1085
Lawn Lawn 21 1 0 0
Lawn Lawn 24 0 0 0
6 Lawn Lawn 13 0 0 0 0,0339
Lawn Lawn 20 1 0 0
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Lawn Lawn 10 2 0 0
7 Lawn 0 0 0 0 0 0,0389
Lawn 4 0 0 0 0
Lawn 8 1 0 0 0
8 7 5 1 0 0 0 0,0435
Lawn 14 1 0 0 0
9 8 2 0 0 0
Cepa Z67
Ensayo 2
Sin
Repeticion  diluir  Dilucion 10 Dil. 102 Dil. 10° Dil. 10* Dil. 10° Peso (grs)
1 Lawn Lawn 50 0 0 0,0042
Lawn Lawn 49 0 0
Lawn Lawn Lawn 51 5 1
2 Lawn Lawn Lawn 46 8 1 0,0146
Lawn Lawn 58 2 0 0
Lawn Lawn 56 8 0 0
3 Lawn Lawn 46 11 0 0 0,0081
Lawn Lawn 25 10 2 0
Lawn Lawn 25 1 0 0
4 Lawn Lawn 16 3 0 0 0,0318
Lawn 28 2 0 0 0
Lawn 39 5 0 0 0
5 Lawn 21 6 0 0 0 0,0462
Lawn Lawn 12 0 1 0
Lawn Lawn 2 0 0 0
6 Lawn Lawn 15 1 0 0 0,0042
Lawn Lawn 27 8 0 0
Lawn Lawn 29 2 0 0
7 Lawn Lawn 28 6 0 0 0,0245
Lawn Lawn 30 5 2 0
Lawn Lawn 31 10 1 0
8 Lawn Lawn 26 5 0 0 0,0366
Lawn Lawn 50 7 0 0
Lawn Lawn 49 0 0
Cepa Z67
Ensayo 3
Sin
Repeticion  diluir  Dilucion 10 Dil. 102  Dil. 10° Dil. 10*  Dil. 10°  Peso (grs)
1 Lawn Lawn Lawn Lawn 9 1 0,0319
Lawn Lawn Lawn Lawn 17 0
Lawn Lawn Lawn Lawn 11 1
2 Lawn Lawn 39 8 2 0 0,0194
Lawn Lawn 29 2 0 0
Lawn Lawn Lawn 6 1 0
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3 Lawn Lawn Lawn Lawn 8 0 0,0305
Lawn Lawn Lawn Lawn 9 0
Lawn Lawn Lawn Lawn 6 1
4 Lawn Lawn Lawn 28 4 0 0,0578
Lawn Lawn Lawn 22 3 0
Lawn Lawn Lawn 25 3 0
5 Lawn Lawn 31 5 0 0 0,045
Lawn Lawn 23 3 2 0
Lawn Lawn 34 4 0 0
6 Lawn Lawn Lawn 7 0 0 0,0375
Lawn Lawn Lawn 5 3 0
Lawn Lawn Lawn 9 0 0
7 Lawn Lawn Lawn Lawn 7 0 0,0752
Lawn Lawn Lawn Lawn 12 0
Lawn Lawn Lawn Lawn 4 2
8 Lawn Lawn 22 3 1 0 0,0674
Lawn Lawn 16 2 0 0
Lawn Lawn 18 1 0 0
Cepa4.3
Ensayo 1
Sin
Repeticion  diluir  Dilucion 10 Dil. 102  Dil. 10°  Dil. 10*  Dil. 10°  Peso (grs)
1 Lawn 26 4 1 0 0 0,0769
Lawn 33 2 0 0 0
Lawn 31 10 0 0 0
2 Lawn 10 0 1 0 0 0,0281
Lawn 5 1 0 0 0
Lawn 10 1 0 0 0
3 Lawn 39 3 0 0 0 0,0756
Lawn 25 10 0 0 0
Lawn 32 5 1 0 0
4 Lawn Lawn 24 5 0 0 0,075
Lawn Lawn 17 1 0 0
Lawn Lawn 22 1 0 0
5 Lawn 1 1 0 0 0 0,1076
Lawn 1 3 0 0 0
Lawn 3 2 0 0 0
6 Lawn 13 4 0 0 0 0,0312
Lawn 19 4 1 0 0
Lawn 14 6 1 1 0
7 Lawn 0 0 0 0 0 0,0901
Lawn 0 0 0 0 0
Lawn 5 0 1 0 0
8 Lawn Lawn 37 4 1 0 0,0927
Lawn Lawn 30 3 1 0
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Lawn Lawn 42 6 1 0
Cepa 4.3
Ensayo 2
Sin
Repeticion  diluir  Dilucion 10 Dil. 102 Dil. 10° Dil. 10*  Dil. 10° Peso (grs)
1 Lawn 37 13 2 0 0 0,0167
Lawn 22 8 0 0 0
Lawn 10 10 1 0 0
2 0 1 0 0 0 0 0,0820
3 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0,0209
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
4 Lawn 9 1 0 0 0 0,033
Lawn 16 1 0 0 0
Lawn 10 2 0 0 0
5 Lawn 9 0 0 0 0 0,0395
Lawn 10 0 0 0 0
Lawn 8 0 0 0 0
6 Lawn 25 3 0 0 0 0,0443
Lawn 27 3 0 0 0
Lawn 20 1 0 0 0
7 Lawn Lawn 31 1 0 0 0,0659
Lawn Lawn 29 3 2 0
8 39 3 0 0 0 0 0,0192
36 3 0 0 0 0
Cepa 4.3
Ensayo 3
Sin
Repeticion  diluir  Dilucion 10 Dil. 102  Dil. 10°  Dil. 10  Dil. 10°  Peso (grs)
1 Lawn 67 19 2 0 0 0,0509
Lawn 65 23 2 0 0
Lawn 60 10 2 0 0
2 Lawn 14 1 0 0 0 0,0504
Lawn 17 5 0 0 0
Lawn 11 2 1 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0,0566
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
4 Lawn 50 3 0 0 0 0,0993
Lawn 52 4 0 0 0
Lawn 25 4 1 0 0
5 Lawn 41 15 1 0 0 0,0714
Lawn 58 8 2 0 0
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Lawn 37 5 1 0 0
6 2 0 0 0 0 0 0,0539
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
7 Lawn 8 1 0 0 0 0,0766
Lawn 29 5 0 0 0
Lawn 22 3 0 0 0
8 18 2 1 0 0 0 0,0567
28 0 0 0 0
23 0 0 0 0
Cepa 4.3
Ensayo 4
Sin
Repeticion  diluir  Dilucion 10 Dil. 102 Dil. 10° Dil. 10*  Dil. 10° Peso (grs)
1 Lawn Lawn 19 0 0 0,035
Lawn Lawn 26 0 0
Lawn Lawn 23 0 0
2 Lawn Lawn Lawn 26 3 0 0,0438
Lawn Lawn Lawn 22 4 0
Lawn Lawn Lawn 23 1 0
3 Lawn Lawn Lawn 33 2 1 0,1006
Lawn Lawn Lawn 29 2 1
Lawn Lawn Lawn 25 3 0
4 Lawn Lawn 25 1 0 0,0335
Lawn Lawn 26 1 0
5 Lawn Lawn Lawn 23 2 1 0,0419
Lawn Lawn Lawn 23 1 2
6 Lawn Lawn Lawn 9 0 0 0,0408
Lawn Lawn Lawn 8 0 0
Lawn Lawn Lawn 8 4 0
7 Lawn Lawn Lawn 6 1 0 0,0456
Lawn Lawn Lawn 12 2 0
Lawn Lawn Lawn 8 0 0
8 Lawn Lawn 13 1 0 0 0,0394
Lawn Lawn 12 1 0 0
Lawn Lawn 7 1 0 0
Cepa 4.3-fecA’
Ensayo 1
Sin
Repeticion  diluir  Dilucion 10 Dil. 102 Dil. 10° Dil. 10* Dil. 10°  Peso (grs)
1 Lawn Lawn 13 0 0 0 0,0338
Lawn Lawn 10 1 0 0
Lawn 40 14 3 1 0
2 Lawn 0 0 0 0 0,0493
Lawn 0 0 0 0
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Lawn

0,0383

0

22
Lawn

15
Lawn
Lawn
Lawn

0,0337

0

27

14
19

0,044

0,0288

0

0,0241

0

Lawn

10
Lawn

0,0559

0

11

35
33
42

10
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