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RESUMEN

Los rizobios abarcan un grupo reducido de procariotas dentro de las
subdivisiones a y B de proteobacterias, cuya caracteristica mas notable es su
capacidad de establecer relaciones simbidticas de mutuo beneficio con plantas
leguminosas. Esta asociacion requiere un didlogo molecular reciproco entre
simbiontes que involucra mecanismos de sefalizacion y reconocimiento y
culmina con la formacién de un nuevo 6rgano en las raices de las plantas
hospederas, el nddulo, en donde las bacterias simbiontes se alojan y llevan a
cabo la Fijacién Biolégica de Nitrégeno. Durante los primeros pasos de la
interaccidn entre los simbiontes la planta libera a través de sus raices diversos
compuestos entre los cuales se encuentran flavonoides capaces de inducir la
expresion del operon nod en los rizobios. Este operdn codifica para las proteinas
necesarias para la sintesis y secrecion de lipo-quito-oligosacaridos conocidos
como factores de nodulacion, los cuales son a su vez reconocidos por la planta,
constituyendo una sefial clave para la asociacién. Gran parte de la informacion
disponible sobre estos primeros pasos proviene del estudio de modelos en los
que intervienen rizobios pertenecientes a las a-proteobacterias (a-rizobios),
existiendo escasa informacion sobre los mecanismos implicados en
interacciones en las que intervienen B-proteobacterias (B-rizobios). En este
contexto, se ha reportado que los flavonoides luteolina y apigenina son capaces
de inducir la expresion de genes nod en Cupriavidus taiwanensis 2, sugiriendo
gue al menos en parte, los B-rizobios utilizarian una estrategia similar a la
empleada por a-rizobios. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de
flavonoides purificados como inductores de los genes nod bacterianos en cepas
de [B-rizobios aisladas de leguminosas nativas. Como modelo de estudio se
utilizaron las cepas bacterianas nativas Cupriavidus necator UYPR2.512 y
Cupriavidus sp. UYMMaO2A, y la cepa modelo Cupriavidus taiwanensis
LMG19424 345, Para estudiar la induccion de los genes nod, se empled el vector
pCBMO01, el cual contiene una fusion transcripcional del promotor del gen nodB
de C. taiwanensis al gen reportero lacZ. Por otro lado, se genero un nuevo vector,
denominado pCCO0119, en el cual se coloco el promotor nodB de la cepa nativa
Cupriavidus sp. UYMMaO02A, fusionado al gen reportero gfp. Mientras que el

vector pCBMOL1 fue introducido mediante conjugacion triparental en las cepas
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de B-rizobios, el vector pCC0119 fue introducido en las mismas cepas mediante
electroporacion. Las transformantes obtenidas fueron cultivadas en presencia de
flavonoides, evaluando el efecto inductor sobre la expresion del gen nodB,
mediante la determinacion de la actividad enzimatica de la enzima fB-
galactosidasa ° o la fluorescencia debida a la expresion de la GFP. Se observé
un fuerte aumento de la actividad B-galactosidasa cuando la cepa C. necator
UYPR2.512:pCBMO01 se incubé en presencia de luteolina purificada. Esta
respuesta fue observada en tan solo dos horas y empleando concentraciones
hasta 150 veces menores de las reportadas como inductoras en C. taiwanensis.
Ademas se evalué el efecto de los flavonoides apigenina y genisteina,
observandose induccion con ambos flavonoides, siendo menor el efecto en
presencia de genisteina. Contrariamente la cepa Cupriavidus sp.
UYMMaO02A:pCBMO1 no respondio a la presencia de ninguno de los flavonoides
ensayados. Para determinar si la falta de respuesta observada se debia a que el
vector pCBMO1 no era funcional en esta cepa, se utilizé el vector pCC0119, que
contiene el promotor nativo de UYMMaO2A fusionado al gen gfp. En este caso
tampoco se observo induccion en presencia de luteolina, lo que sugiere que o
bien esta bacteria no responde a los flavonoides ensayados o utiliza mecanismos

de nodulacion independientes de los factores Nod.



1 INTRODUCCION

1.1 Vida en la rizosfera

Se denomina rizosfera a la zona del suelo que se encuentra influenciada por las
raices de plantas, donde ocurren complejas y dinamicas interacciones entre
diversos organismos (principalmente microorganismos) y el ambiente
fisicoquimico del suelo 7. La comunidad microbiana existente representa un gran
reservorio de diversidad biolégica, siendo una zona de batalla entre los distintos
microorganismos presentes que compiten por los nutrientes exudados por las
raices de las plantas 8. Existe un “efecto rizosfera” que define al enriquecimiento
microbiano y actividad en la rizosfera, por lo que en cierta medida los exudados
radiculares generan un ambiente nutritivo en el suelo y por tanto las
comunidades microbianas asociadas a la raiz se enriquecen con las
comunidades microbianas del suelo 7. Dichos microorganismos presentan
capacidades fisiologicas como movilidad, quimiotaxis, degradacion de
polisacaridos, sistemas de dos componentes y sistemas de secrecion, lo cual les

brinda beneficios de competencia al momento de querer colonizar un huésped °.

Analisis metagenomicos (genomas de comunidades) y metatranscriptomicos
(expresion de genes de comunidades) de comunidades asociados a las raices
de dos plantas diferentes a nivel filogenético sugirieron que las comunidades
microbianas del suelo eran significativamente diferentes de las de la rizosfera,
aumentados los niveles de proteobacteria y disminuidos los de actinobacteria
con respecto al suelo. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas
entre las comunidades microbianas de los suelos ni entre las de las rizosferas
de ambas plantas °. Esto estaria indicando que: 1) los exudados radiculares de
la planta favorecen a unas especies de microorganismos frente a otras, y 2) el
hecho de que no haya diferencias en los microorganismos que habitan la
rizosfera de distintas plantas podria implicar que la interaccion microorganismo-
planta no es especifica. Si bien se ha demostrado que algunas especies de
plantas pueden seleccionar comunidades similares en diferentes suelos,
también se ha determinado que diferentes especies de plantas cuando se crecen

en el mismo suelo determinan un cambio diferencial en la comunidad microbiana

10



de su rizosfera 8. En este contexto, se ha observado que la diversidad microbiana
del suelo es mayor con respecto a la diversidad de la rizosfera, lo que sugiere
gue la planta selecciona ciertos microorganismos. En base a ello, se estima que
un gramo de suelo contiene 10 especies de bacterias y 10° células de bacterias.
A su vez, factores abidticos, como el pH del suelo, son determinantes en la
presencia de uno u otro género de microorganismos 1°.

La planta con su fitomicrobioma constituye lo que se denomina el holobionte, lo
gue hace que sea mas facil adaptarse a cambios ambientales; de hecho el
aumento en la abundancia de microorganismos benéficos en la rizosfera resulta
en una menor incidencia de enfermedades y en mayores niveles de actividad
microbiana 1. El triunfo de patégenos depende en cierta medida de la comunidad
microbiana presente en la rizosfera, con la que hay una competencia por
adquisiciéon de nutrientes y en donde microorganismos benéficos producen
antibidticos y enzimas liticas o consumen compuestos estimuladores de
patégenos 8.

En este contexto, se conoce como microorganismos promotores del crecimiento
vegetal o MPCV al grupo de microorganismos que establecen una interaccion
benéfica con la planta mejorando su crecimiento y rendimiento. Durante esta
interaccion los microorganismos pueden vivir en la superficie de las plantas
(epifitos), dentro de la planta (endéfitos), o zonas influenciadas por la planta (ej.
rizosfera) pero en vida libre 1. Esta relacion puede darse mediante mecanismos
directos como la estimulacién de fitohormonas o el aumento de disponibilidad de
nutrientes 213, mediante por ejemplo la solubilizacién de fosfatos, produccion de
sideréforos (quelantes que median la absorcién de hierro 14) o fijacién biolégica
de nitrégeno 1%, y mecanismos indirectos como la atenuacién de los efectos

deletéreos de patdgenos (control biolégico) *2.

1.2 Fijacion biologica del nitrogeno

El nitrégeno (N) es un elemento esencial para los seres vivos que es parte
estructural de las proteinas, acidos nucleicos y otras moléculas de importancia
biolégica relevante. El mayor reservorio ambiental de N lo constituye el nitrogeno

atmosférico (N2), que es el gas mas predominante en la atmésfera (78 %) 16:17.
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En particular, las plantas pueden absorber el N por la raiz en las formas
inorgénicas nitrato (NO3’) y amonio (NH4*), pero es escaso como nutriente en
los suelos por lo que el N es limitante del desarrollo vegetal 7. Solamente el 2 %
del N total del suelo se encuentra en forma mineral asimilable por las plantas.
Por este motivo se utilizan frecuentemente fertilizantes nitrogenados en la
produccién agricola. Sin embargo, su utilizacion conlleva problemas
ambientales, dado que solo el 50 % del fertilizante suministrado es asimilado
por la planta '8, mientras que el resto se pierde por lixiviaciéon, contaminando las
aguas y capas fredticas, asi como también el gasto proveniente de compuestos
organicos altamente energéticos como el petrdleo, necesarios para la
produccion de fertilizantes °.

Para que el N2 pueda ser utilizado por las plantas, debe ser previamente
reducido a NHa4*, proceso conocido como fijacion biologica del nitrogeno (FBN)
17, La reduccién del N2 es una reaccién catalizada por la enzima nitrogenasa,
muy costosa energéticamente dado que hacen falta 16 moléculas de ATP (EC
1.18.6.1) por cada molécula de N2 reducida 2°. Por lo tanto, una alternativa a la
fertilizacidbn quimica nitrogenada, es el uso de microorganismos fijadores de
nitrégeno (diaz6trofos) 1°.

Ademas los diazétrofos son clave en el ciclo del nitrégeno de la tierra, ya que
aproximadamente un 60 % del N fijado en los ecosistemas proviene de la FBN,
mientras que un 30 % se debe a procesos industriales de Haber-Bosch y un
10 % proviene de procesos no biolégicos realizados en la atmésfera 2122,
Estudios han demostrado que la forestacion de arboles de leguminosas con este
tipo de microorganismos ha recuperado suelos altamente degradados *°.

La FBN es realizada por un grupo reducido de procariotas, de los dominios
Arquea y Bacteria, denominado diazotrofos (diazo=N, trofos=comida),
distribuidos en una gran diversidad de grupos filogenéticos. En bacterias, la
habilidad de fijar nitrdgeno se distribuye en solo algunos filos incluyendo
Chlorobi (bacterias verdes del azufre), Firmicutes (ej. Clostridium),
Actinobacteria (ej. Frankia), Cianobacteria (ej. Anabaena) y todas las
subdivisiones de las Proteobacterias (ej. Alphaproteobacteria) 16.

Los diazotrofos tipicamente fijan N2 cuando las otras formas de N estan
ausentes y la expresion de la enzima que cataliza la reaccion (nitrogenasa) es

inhibida cuando hay NH4* disponible para las células. Ademas su expresion es
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inhibida en presencia de oxigeno. Sin embargo, el oxigeno es necesario para la
respiracion aerobia por lo cual las bacterias han desarrollado distintas
estrategias para que esto sea posible. Los diazotrofos se clasifican como
microorganismos aerobios 0 anaerobios, capaces de fijar nitrdgeno en “vida
libre” o en asociaciones con otros organismos, por ejemplo, en asociacion con
plantas existen bacterias endofiticas o bacterias que forman los nédulos de las
plantas leguminosas (rizobios) y de no leguminosas (como es el caso del género
Frankia (Actinobacteria)) 1618, Para evitar la inhibicion de la nitrogenasa por Oz,
estos microorganismos han desarrollado diferentes estrategias. Los primeros
diazétrofos presentaban la solucion mas simple: eran microorganismos de vida
libre que podian realizar la FBN porque su crecimiento era anerobio (ej.
Clostridium). Otros mecanismos simples involucran que la FBN se dé cuando el
O:2 esté ausente como es el caso de microorganismos aerobios facultativos que
fijan N2 solo cuando crecen en ambientes anaerobios (ej. Klebsiella) o como el
caso de microorganismos microaerofilicos que fijan N2 solo cuando hay bajas
concentraciones de O2. También existen soluciones mas complejas en
microorganismos aerobios, como el caso de algunas Cianobacterias que forman
estructuras especializadas denominadas heterocistos. Estas formaciones son
células especializadas que presentan una pared mas gruesa que dificulta la
difusion del O2 8.

Por otro lado, se encuentran las estrategias llevadas a cabo por diazétrofos
simbibticos. Las relaciones simbiéticas mutualistas, en general, se definen por
un huésped que provee un nicho, fuentes de carbono y energia, y alguna
medida para regular la concentracion de Oz (un ambiente favorable para fijar
nitrégeno), y a cambio el simbionte microbiano le provee al huésped una fuente
de nitrégeno que pueda asimilar 6. En el caso de la simbiosis leguminosa-
rizobio, existe una integracion del metabolismo de la planta y la bacteria para lo
cual se forma un 6rgano especial denominado nédulo que actia como barrera
fisica. El correcto suministro de Oz en el nédulo es regulado por la proteina
leghemoglobina sintetizada en la planta que presenta una alta afinidad por el
Oz, la cual lo secuestra (generando un ambiente microaerofilico) y lo transporta
a la cadena de electrones para que se dé la respiracion celular bacteriana 2023,
Las asociaciones simbibticas rizobio-leguminosa son responsables de un cuarto

del total del N incorporado cada afio a los ecosistemas terrestres 24. A cambio
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del nitrégeno que le provee la bacteria dentro del tejido vegetal, la planta le

brinda esqueletos carbonados producto de la fotosintesis 2.

1.3 Rizobios

Los rizobios son bacterias gram negativas que presentan un metabolismo
aerobio y heterétrofo y pertenecen a las familias de las Rhizobiaceae y
Burkholderiaceae, cuya caracteristica mas notable es su capacidad de asociarse
simbiéticamente con plantas leguminosas 624, Las leguminosas son una amplia
familia (Fabacae) de plantas, compuesta por cerca de 20.000 especies que
reune arboles, arbustos y hierbas que pueden ser anuales o perennes, que se
divide en 3 subfamilias: Caesalpinoideae, Papilionoideae y Mimosoideae 2°. Su
fruto (legumbre) hace que sean muy importantes fuentes de alimentos, piensos
y biocombustibles 26. En sus raices, y a veces en sus tallos, los rizobios inducen
la formacion de organos especializados denominados nddulos, donde los
rizobios, diferenciados a su forma bacteroide, llevaran a cabo el proceso de FBN
524 En general, cada rizobio tiene un espectro de huéspedes definido, pero no
hay una correlacion estricta entre la taxonomia de la bacteria y de la leguminosa
24 De hecho, si bien en general la asociaciéon rizobio-leguminosa es muy
especifica, determinando un espectro acotado en el que ciertos rizobios nodulan
ciertas leguminosas, hay algunos casos en los que el espectro es mas amplio 4.
En este sentido, el rizobio mas promiscuo conocido es el caso excepcional de la
cepa NGR234 de Sinorhizobium fredii, la cual nodula 112 especies de
leguminosas °. Incluso con algunos rizobios se ha demostrado que usan
sistemas de secrecion (tipo Il o IV) especificos para extender o restringir el rango
de huéspedes de leguminosas, cuya expresion esta coordinada con la expresion
de los genes de nodulacién. En otras palabras, estos sistemas pueden aumentar

la eficiencia simbidtica 119,

1.3.1 Filogenia de los rizobios

Hasta la actualidad, el filo Proteobacteria es la division mas grande y diversa
dentro del dominio bacteria. Estudios filogenéticos que utilizan como marcador

molecular el gen que codifica para la subunidad menor 16S del ARN ribosomal
14



las agrupa en 6 linajes designados como subdivisiones nombrados a, 8, y, 0, €y
¢ 8. A su vez, los rizobios no son un grupo filogenéticamente discreto, sino que
por el contrario se encuentran distribuidos en las subclases a y B de las

proteobacterias (Figura 1).

Xanthomonas
Pseudomonas

Ralstonia ’
Phyllobacterium

\ Devosis Mesorhizobium (loti)

Cupriavidus (taiwanensis) \ v
\ Agrobacterium
f Shinella
Suriholderie (lometom) = Sinorhizobium (meliloti, medicae) [NGR234]
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Neisseria
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Rickettsia Rhodopseudomonas  gradyrhizobium (japonicum, BTAi1, ORS278)

Figura 1. Analisis filogenético de secuencias del gen que codifica para la subunidad del
ARNr 16S de a, B y Y proteobacterias seleccionadas. Los géneros en negrita contienen
rizobios, incluidos en a-proteobacteria (Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium,
Rhizobium, Sinorhizobium, Phyllobacterium, Methylobacterium, Devosia, Shinella,

Ochrobactrum) y en B-proteobacteria (Burkholderia, Cupriavidus). Imagen extraida de
24

Histéricamente los primeros rizobios descritos y los mas estudiados hasta la
fecha pertenecian todos unicamente a la clase a-proteobacterias al orden
Rhizobiales restringiendo esta caracteristica a 5 géneros: Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium (més recientemente
denominado Ensifer) 24, En el afio 2001, se reportd la identificacién de bacterias
noduladoras de leguminosas pertenecientes a la subclase [ de las
proteobacterias, a las que denominaron B-rizobios ?’. Los a-rizobios comprenden
mas de 50 especies, distribuidas en 12 géneros (Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Rhizobium, Ensifer, Phyllobacterium, Methylobacterium,

Devosia, Shinella, Ochrobactrum, Herbaspirillum y Microvirga), mientras que
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hasta el momento solamente se han descrito 3 géneros de [-rizobios
Paraburkholderia, Cupriavidus y Trinickia, pertenecientes al orden
Burkholderiales 212426.28_ Con las actuales técnicas en secuenciacion masiva y
la posibilidad de disponer de genomas bacterianos completos, el area de la
sistematica se ha visto revolucionada y la clasificacion bacteriana es sometida a
un proceso de reevaluacion. Los rizobios no son ajenos a esta reestructura y es
asi que frecuentemente surgen nuevos géneros de rizobios y nuevos
reordenamientos.

Los términos “a y B rizobios” se han creado para clasificar a los rizobios
pertenecientes a los subgrupos a y B de las proteobacterias, respectivamente,
dado que dentro de las a y 3 proteobacterias no todas son bacterias fijadoras de
nitrégeno 2°. De hecho, la capacidad simbidtica esta restringida a unas pocas
especies dentro de estos géneros. Otros miembros son patdégenos vegetales o
humanos/animales, asi como saprofitos con gran potencial de biorremediacién
de suelos 2. En su condicion de “vida libre”, los sapréfitos suelen localizarse
principalmente en la superficie de las raices (rizoplano) y en el suelo que rodea
inmediatamente la raiz (rizosfera). De hecho, se cree que la vida simbidtica en
los rizobios evolucion6 por eventos de transferencia horizontal, durante los
cuales genes de nodulacién y de fijacion de nitrégeno fueron transferidos por
plasmidos, fagos o ADN desnudo a bacterias saprofitas que adquirieron el modo

de vida simbi6tico 24.

1.3.2 Simbiosis rizobio-leguminosa

Este tipo de interaccion simbidtica tiene la caracteristica de que las bacterias
(rizobios) en su estado diferenciado viven como endosimbiontes, denominados
bacteroides, de las células vegetales presentes en los nédulos de las
leguminosas y es bajo esa forma diferenciada donde las bacterias llevan a cabo
el proceso de la FBN 1°, El poder reductor que utiliza el bacteroide para la FBN
proviene de la planta, predominantemente en forma de acidos dicarboxilicos, que
a su vez, aportan los esqueletos carbonados que serviran como transporte para
el nitrégeno fijado 3°. Otra forma en la que egresa el nitrégeno fijado es mediante
la difusion del NHs a través de la membrana bacteroidal hacia el espacio

peribacteroidal, donde el pH acido promueve la protonacion a NHa4*. Este NH4*
16



es asimilado via GS/GOGAT para formar glutamato que pasa al sistema vascular

de la planta 3.

1.3.3 Genes simbidticos

Los genes simbibticos son aquellos genes que se encuentran en islas
simbidticas o en plasmidos y pueden ser transferidos mediante transferencia
horizontal entre bacterias 3. En el caso de los rizobios, los genes simbiéticos
codifican para proteinas involucradas en el establecimiento de la simbiosis
rizobio-leguminosa. En los rizobios los mas caracterizados son los genes
involucrados en el establecimiento de la simbiosis (nod/nol/noe) y los genes
necesarios para la FBN (nif/fix), que tanto en a como B rizobios se encuentran
agrupados. En dicho contexto, analisis filogenéticos de los genes nodA y nifH en
cepas de a y B proteobacterias sugieren que los 3-rizobios han evolucionado de
diazotrofos por multiples transferencias horizontales de genes. Eso también se
puede ver por la presencia de transposasas alrededor del operén nod que son

un vestigio de la transferencia (Figura 2) 2°.

Q U SAHJI C BD A E N XBQ XC B AWV B NZU H D K

A

@ nod @ nif @ fix @ fdx <3 transposase J nod box

Figura 2. Contexto gendmico en plasmido pRalta de C. taiwanensis. Se observa el
operodn de los genes nod (color verde) y la caja nod o nod-box (flecha), de importancia

para la expresion de los genes nod en la region intergénica nodB-nodD. Extraida de 1.

En a-rizobios, la habilidad de nodular leguminosas requiere de los genes
nodABC, responsables de la sintesis de la estructura central de los factores Nod
29 La presencia y agrupamiento en a y B rizobios de los genes nodABC muy
similares y relacionados filogenéticamente apoya fuertemente la hipétesis de un
origen Unico de los genes nod comunes °. Sin embargo, no esta claro si un solo

evento de transferencia fue responsable de la diseminacion de genes de
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nodulacién de una subclase a la otra o si ocurrieron recurrentes transferencias
entre las dos subclases 2°. Curiosamente, la filogenia del gen de fijacion de
nitrogeno nifH proporciona una representacion de los rizobios diferente de la
filogenia de nodA. De dichos analisis filogenéticos se desprende que los genes
nod y nif de B-rizobios tienen diferentes origenes 2°. Si bien en un principio se
creia que los B-rizobios habian evolucionado de los a-rizobios, luego se concluy6

que los a y B rizobios son igualmente antiguos.

Tipicamente la organizacion general del genoma de las distintas especies de
Cupriavidus consta de dos megaplasmidos principales y plasmidos adicionales.
En la mayoria de rizobios, la biosintesis y el transporte de los factores Nod, las
moléculas sefial que inducen la organogénesis del nédulo, estan codificados por
los genes de nodulacién (nod, nol, noe) 2%. Por ejemplo, C. taiwanensis (de los
primeros B-rizobios identificados) contiene 10 genes de nodulacion,
nodBCIJHASUQ, ordenados en un operén precedido de una caja nod °. Mientras
el operdn nod se transcribe hacia un sentido de la hebra, el gen que codifica para
la proteina de regulacion NodD lo hace hacia el sentido contrario, dicha proteina
se une a la caja nod y activa la expresion de los genes nod en rizobios (Figura
2). Seguido de los genes nod se encuentran los genes nif y fix vinculados en la
sintesis y funcionamiento de la nitrogenasa, probablemente arreglados en 5

operones 21,

1.4 Dialogo molecular rizobio-leguminosa

Los exudados radiculares de las plantas contienen mayoritariamente
compuestos carbonados producto de la fotosintesis, incluyendo azlcares,
aminoacidos, acidos organicos, acidos grasos y metabolitos secundarios. El
contenido de un exudado radicular depende entre otros factores de la especie
de planta, el estado de desarrollo, las condiciones ambientales, el tipo de suelo
y la presencia de otros organismos. Si bien hay pocos estudios de las bases
guimicas y moleculares del rol dindmico de los exudados radiculares en el
establecimiento de las comunidades rizosféricas, se ha demostrado que
determinados compuestos presentes en los exudados atraen microorganismos.

Por ejemplo, compuestos de bajo peso molecular como aminoéacidos, acidos
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organicos, azucares, acil-homoserin lactonas, flavonoides, asi como también
otras moléculas como polimeros y fitohormonas 7. Sin embargo, algunos
metabolitos secundarios exudados por las plantas inhiben el crecimiento de

ciertos microorganismos 8.

Cuando un compuesto liberado por la leguminosa atrae rizobios por quimiotaxis,
comienza lo que se denomina el proceso de infeccién, que comprende el
momento desde que los rizobios se asocian a la raiz en la rizosfera hasta que
ocupan intracelularmente las células de la planta. Los rizobios no presentan un
unico modo de entrar al tejido vegetal, sino que pueden ingresar por medio de
una via especifica y sofisticada por un pelo radicular desarrollando un hilo de
infeccion (Figura 3a) o ingresar por las uniones celulares en raices laterales
(Figura 3b). En la mayoria de los casos, la bacteria queda internalizada
(bacteroide) en las células vegetales del nédulo, rodeada de una membrana

vegetal (simbiosoma) 2.

El mecanismo que subyace a la formacion del nodulo, donde la bacteria
eventualmente llevard a cabo la FBN, depende de un dialogo molecular
especifico, el cual involucra mecanismos de sefializacion y reconocimiento entre
ambos simbiontes 42732, En la mayoria de los casos, es un mecanismo
dependiente de factores Nod (NF), en el que el didlogo principalmente involucra
moléculas inductoras de los genes nod, producidos por la planta, y los NF,
producidos por el rizobio (Figura 3a) %2. Sin embargo, existen modelos que
involucran un mecanismo independiente de estos factores (Figura 3b) 4. La
estrategia independiente de NF puede presentarse en rizobios que contengan o
no los genes nodABC, lo que condiciona que el rizobio pueda usar una estrategia
dependiente o independiente de NF segun la planta huésped. De hecho, se
observé que una cepa de rizobio que nodulaba varias especies de leguminosas
podia nodular algunas de ellas de forma independiente de los NF; dado que al
mutar a los genes nodABC, esta nueva cepa mutante podia nodular algunas de

las especies de leguminosas que nodulaba la cepa salvaje pero otras no 4.

Seguln una libreria de mutantes que realizaron en Masson-boivin (2009) 4, el
mecanismo independiente de NF podria involucrar la produccion de citoquinas

como sefial de induccion en la simbiosis rizobio-leguminosa (Figura 3b).
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Figura 3. Didlogo molecular leguminosa-rizobio (a) dependiente de los factores Nod,
gue implica la formacion de un hilo de infeccién, y (b) independiente de los factores Nod,
que posiblemente involucre la accién de citoquinas. Imagen extraida y modificada de 24,

El mecanismo dependiente de NF implica en una primera instancia un exudado
radicular de la leguminosa que incluya moléculas que sean reconocidas y que
activan a la proteina NodD, una proteina que se expresa constitutivamente en
rizobios y que regula la expresiéon de los genes nod 32, En este sentido, estan
muy estudiados los flavonoides liberados por la planta como inductores de la
proteina NodD, y se ha demostrado que esta proteina se induce con grupos
especificos de flavonoides, por lo que en general se da una interaccion
especifica entre leguminosas y rizobios 3. La proteina NodD pertenece a una
familia de factores de transcripcion (LysR), cuyo extremo amino terminal (N-t) es
el que reconoce y se une especificamente a flavonoides, mientras que su
extremo carboxilo terminal (C-t) es el dominio de unién al ADN. Una vez activa
la proteina NodD, esta se une a motivos fuertemente conservados en la caja nod
presente en la regiéon promotora de los genes nod, induciendo su expresion 34,
Los genes nod codifican para distintas enzimas que introducen modificaciones
en los llamados NF (lipo-quito-oligosacaridos). Los genes nodABC codifican para
enzimas que dan lugar al esqueleto de los NF, mientras que otros genes nod,
nol o noe codifican para enzimas que introducen modificaciones de esa
estructura. Una cepa o especie dada en general produce varios NF, y son esas
variaciones estructurales las que estan involucradas en la especificidad de
huésped 3235, En este sentido, la especificidad de la interacciéon rizobio-
leguminosa también implica otros mecanismos, como por ejemplo la produccién
de polisacaridos de superficie en rizobios que son reconocidos por receptores
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de la planta %3. Estos NF son liberados por la bacteria y reconocidos a nivel de la
membrana de la célula de la planta por receptores con motivos extracelulares de
lisina y motivos intracelulares quinasa (LysM-RLK). Este reconocimiento inicia
una cadena de transduccion de sefales en la planta huésped, que se prepara
para la entrada de la bacteria, durante la cual se da la activacion de multiples
genes. Como se puede observar en la Figura 4, luego del reconocimiento de
NF, se da la expresion de genes que conducen a un cambio en el nivel de calcio
intracelular y a un cambio en el citoesqueleto del pelo radicular. Estos cambios
conducen a un aumento de las divisiones celulares en la raiz, lo que finalmente
concluye con la formacién de hilos de infeccion para la formacion del nédulo.
Ademas la sefial provista por los NF también estimula la expresion de los genes
de sintesis de flavonoides y se propuso que estos interfieren con el transporte

de auxinas, hormona de la planta que promueve la division celular 3.
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Figura 4. Reacciones que desencadenan los factores Nod. Imagen extraida y
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Si bien la estrategia dependiente de NF ha sido la mas exitosa porque es la
utilizada por la mayoria de rizobios investigados hasta hoy, se sabe que existen
otras estrategias. Estas no involucran Unicamente a los genes nod sino que
también involucran otras moléculas o directamente los genes nod no participan
en la nodulacion. Por ejemplo, existen casos en los que se encuentra involucrado
el sistema de secrecion tipo 3 (T3SS), que generalmente esta controlado por el
gen regulador nodD, sugiriendo que estos sistemas han sido co-optados por
rizobios para propésitos simbioticos durante la evolucion. Es decir, los rizobios
han usado a los genes nod con distintos propdésitos pero para el fin comdn de
establecer la simbiosis 2. A su vez, se han descrito estrategias de nodulacién
gue no involucran ni genes nod ni al T3SS; como es el caso de algunas especies

de Bradyrhizobium que se asocian a plantas del género Aeschynomene 2336,

1.4.1 Moléculas senal: flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios producidos por las plantas. Se
conocen mas de 9000 flavonoides, los cuales pueden organizarse en distintas
clases: Flavonas, Flavononas, Flavonoles, Isoflavonas, Chalconas, Antocianinas
(Figura 5) 33. Estan presentes en todos los tejidos de la planta, sin embargo en
el caso de las leguminosas estan particularmente representados en las raices,
pero no esta claro si son sintetizados en la raiz o si la sintesis ocurre en el tallo
y luego estos son translocados a la raiz para ser acumulados alli .
Quimicamente pertenecen a una clase de compuestos fendlicos de bajo peso
molecular 2. Su estructura quimica basica es un esqueleto de 15 carbonos, que
consiste en dos anillos bencénicos, A y C, unidos por un anillo pirano
heterociclico, B (Figura 5). Las distintas clases de flavonoides varian en su nivel

de oxidacion y en el patron de sustitucion de los distintos anillos 9.
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Figura 5. Estructura basica de los flavonoides y familias mas estudiadas: Flavonas,
Flavonoles, Isoflavonas, Flavononas, Chalconas, y Antocianinas. En color rojo se
muestran los flavonoides que fueron utilizados en este trabajo: luteolina, apigenina y

genisteina. Imagen extraida y adaptada de 32,

Los flavonoides presentan varias funciones importantes en la planta, por
ejemplo: participan en la proteccién frente a factores bioticos como patdégenos o
herbivoros, estrés abidtico como radiacion UV y calor, y debido a sus
propiedades antioxidantes también mantienen un estado redox en las células;
proveen de color, aroma y gusto a los frutos para que sean atractivos para los

animales y asi hagan de polinizadores 33,

Para nuestro particular interés, algunos de estos flavonoides actian como
reguladores de las interacciones simbiéticas con microorganismos. En este
contexto, concentraciones limitantes de N en el suelo conducen a la secrecion
de flavonoides en los exudados radiculares de las plantas, actuando como
moléculas atrayentes de diazétrofos. Se ha demostrado que ciertos flavonoides
estimulan la expresion de los genes nod, aunque la capacidad de induccion
depende del flavonoide y del rizobio, mientras otros son capaces de inhibirla 3340,
Por ejemplo en Rhizobium leguminosarum, el flavonoide naringenina estimula la
expresion de los genes nod bacterianos, mientras que la quercetina los reprime,
lo cual sugiere una especificidad en la interaccion 2.
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1.5 Técnicas utilizadas para estudio de la interacciéon planta-bacteria
1.5.1 Genes reporteros

El empleo de genes reporteros es una herramienta ampliamente utilizada en
biologia molecular con una gran variedad de aplicaciones. Son genes que
codifican para proteinas que permiten, por ejemplo, localizar proteinas de interés
o monitorear los niveles de expresion génica. Para lograr esto, se fusiona al gen
reportero: 1) con el gen que codifica para la proteina de interés que quiere
localizarse en la célula u organismo, o 2) con un promotor del cual se pretende
estudiar condiciones inductoras. Un gen reportero codifica para una proteina que
debe ser estable, inocua para la célula u organismo en el cual estd siendo
expresada y debe ser facilmente detectable, incluso aunque esté en pequefias
concentraciones 1. La expresion del gen reportero puede visualizarse mediante
técnicas de microscopia o se puede determinar su nivel de expresion mediante

la actividad enzimatica de la proteina.

En este contexto, son bastante utilizados el gen lacZ y el gen gfp que codifican
para la enzima [-galactosidasa y la proteina verde fluorescente (GFP),

respectivamente.

La GFP es una proteina descubierta en la medusa Aequorea victoria en 1961
por Shiomura, pero se expresa y es estable en la mayoria de los metabolismos
celulares por lo que es ampliamente usada como gen reportero %42, Es una
proteina que fluoresce de color verde brillante cuando se la estimula a una
longitud de onda de excitacion de 450 a 490 nm, y se monitorea su expresion a
una longitud de onda de emision de 515 nm. Cuando se fusiona al gen gfp un
promotor o directamente el gen de interés, el nivel de fluorescencia puede ser
correlacionado al nivel de expresién de gen 6. Asi también, esta proteina es
usada para localizar proteinas en un organismo al fusionarla al gen de la proteina
en estudio, esto es posible dado que el tamafio de la GFP es relativamente
pequefio y por tanto no modifica la actividad de la proteina a la que se la fusiona
43, En este contexto, esta proteina se usa para seguir el proceso de infeccién
durante la nodulacion, al introducir directamente su secuencia en la bacteria y

observando cémo esta se expresa mediante microscopia de laser confocal .
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Otra gran ventaja del uso de la gfp como gen reportero es que no se deben

adicionar sustratos.

El primer gen que fue ampliamente utilizado como gen reportero fue el gen lacZ
de E. coli, donde es importante en el catabolismo de la lactosa. Este gen codifica
para la [(-galactosidasa (B-gal), enzima que cataliza la hidrdlisis de B-
galactosidos a monosacaridos (EC 3.2.1.23). El B-galactésido mas comun es la
lactosa, un disacarido entre galactosa y glucosa. La funcion de la enzima en la
célula es escindir la lactosa, resultando como productos monosacaridos la
galactosa y la glucosa, que se utilizan como fuente de carbono y energia en la

célula (Figura 6) 16.

CH.OH CH.OH CHZ0H CH,0H
OH o 0. OH  p-D-Galactosidasa OH O. OH 0. OH
Sl to ¢4 N +
OH OH 7/ OH OH
OH
OH OH OH OH
Lactosa D-Galactosa D-Glucosa

Figura 6. Reaccion que cataliza la enzima p-D-galactosidasa. El B-galactosido lactosa
es hidrolizado, mediante la acciéon de la enzima 3-D-galactosidasa, a los monosacaridos

D-galactosa y D-glucosa.

En biologia molecular esta enzima es usada como un gen reportero para
monitorear la expresion de genes. El compuesto sintético orto-nitrofenil-g-D-
galactopirandsido (ONPG) es también reconocido como sustrato de la enzima,
gue lo escinde para producir galactosa y orto-nitrofenol (ONP) (Figura 7). El
ONP es un producto de color amarillento, por lo cual la medida de la absorbancia
determinada por espectrofotometria a una longitud de onda de 420 nm permite
determinar la actividad de la enzima [3-gal. Este ensayo se refiere como ensayo
de Miller o “Miller essay” y la actividad especifica B-gal se expresa en Unidades
Miller o “Miller Units” . El funcionamiento de este reportero se basa en el clonado
de un promotor delante del gen lacZ, asi cuando se ensaye una molécula
inductora de dicho promotor, entonces se expresara la enzima 3-gal. A diferencia
del funcionamiento de la GFP, la B-gal necesita de la adicién de un sustrato, el
ONPG. Al agregarse a la reaccion, esta enzima lo hidrolizara dando lugar al

producto coloreado ONP (Figura 7).
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Figura 7. Reaccion de hidrélisis de ONPG. El ONPG es hidrolizado por la enzima [3-

galactosidasa para liberar los productos B-D-galactosa y ONP. La presencia del

producto ONP de color amarillento es indicativo de la actividad de la enzima en el

ensayo denominado “Miller essay”.
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2 ANTECEDENTES

Durante este trabajo se busco entender la dinamica de expresion del operén nod
en dos cepas nativas de Cupriavidus, Cupriavidus necator UYPR2.512 y
Cupriavidus sp. UYMMaO02A, utilizando como cepa control a Cupriavidus
taiwanensis LMG19424.

La cepa LMG19424 de C. taiwanensis fue aislada de nddulos de Mimosa pudica
en Taiwan en 2001 por Chen y colaboradores. Posteriormente se determind su
capacidad de formar asociaciones simbiodticas efectivas con diversas especies
de Mimosa, mostrando su capacidad de infectar las raices a través de la
formacion de hilos de infeccion e inducir la formacion de nédulos en donde se
expresa la nitrogenasa #4. Su genoma secuenciado, el primero para un B-rizobio,

se present6 en 2008 por Amadou y colaboradores.

La cepa C. necator UYPR2.512 fue aislada de nédulos de una leguminosa
arbérea nativa de Uruguay, Parapiptadenia rigida (Angico) 3. Para poder
determinar el género y especie de esta cepa se estudié con qué especie tenia
mayor porcentaje de identidad de secuencia del gen que codifica para el ARNr
16S. El resultado permitié determinar que pertenece al género Cupriavidus, y
gue estaba méas emparentada con la especie C. necator (bacteria aislada del
suelo, predadora no obligada de bacterias del suelo *°) que con C. taiwanensis,
gue hasta ese momento era la Unica especie dentro del género Cupriavidus que
tenia cepas de rizobios. La cepa C. necator UYPR2.512 es capaz de nodular y
promover el crecimiento de plantas inoculadas de Parapiptadenia rigida (su
hospedero original) asi como de la planta modelo Mimosa pudica *°. Su genoma

completo secuenciado se presenté en el articulo De Meyer (2015).

Por otro lado, la cepa de Cupriavidus. sp. UYMMa02A fue aislada de nédulos de
Mimosa magentea (Platero et al., 2016) y su genoma fue presentado en el
articulo de Iriarte (2016), proponiéndose como una nueva especie de
Cupriavidus estrechamente relacionada con las especies C. taiwanensis y C.

necator 44°,

El andlisis de los genomas de estas bacterias mostrd que el contexto gendémico
del operén nod (Figura 8), (1.3.3 Genes simbi6ticos) muestra que en los dos
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modelos bacterianos nativos usados en este trabajo los genes nod tienen un

orden muy similar al observado en C. taiwanensis.

nodl)

>
e ek da
o U s

A H J I C  nodB

Figura 8. Contexto genémico del operén nod en Cupriavidus. Corriente abajo se
observan los genes nodBCIJHASUQ y corriente arriba en color verde se observa el
regulador transcripcional nodD, de expresion constitutiva.

La proteina NodD es un activador de la transcripcién que se une a la caja nod
controlando la expresion del operon nod. El gen nodD, que se encuentra
corriente arriba, se expresa en un sentido y el resto de los genes nod, que se
encuentran corriente abajo, se expresan en el sentido contrario. El vector
pCBMO1 (4.2 Vectores) construido por Marchetti (2010) incluye una fusion
transcripcional nodB-lacZ. El fragmento nodB de la construccion incluye la
secuencia de la caja nod de C. taiwanensis, donde se une la proteina NodD
(secuencia intergénica nodB-nodD), lo cual inducira la expresion del operén nod
(Figura 8).

A su vez, como se comentd previamente en la introduccién (1.4.1 Moléculas
senal: flavonoides), la expresion de los genes nod se induce en presencia de
flavonoides. En este marco, se ha reportado que los flavonoides luteolina y
apigenina (Figura 5) serian capaces de inducir la expresion de los genes nod en
C. taiwanensis (Tabla 1), dado que inducen la expresion del gen lacZ presente
en el vector pPCBMO1 12,
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Tabla 1. Actividad B-galactosidasa (en unidades Miller) de los vectores pCBMO1
(pnodB-lacz) y pCZ388 (lacZ sin promotor) en una cepa derivada de LMG19424
incubada durante 24 h en presencia de flavonoides usando 5 pM de apigenina 0 15 uM
de luteolina como inductor. Tabla extraida de Saad (2012) 12,

Actividad B-Galactosidasa (+SD)

Sin inducir Apigenina Luteolina
pCZ388 25,8 (£7,3) 18,5 (£8,8) 20,2 (£ 10,1)
pCBMO01 89,6 (+8,8) 2.689 (+322) 2.287 (£125)
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3 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

Si bien durante la simbiosis entre B-rizobios y sus leguminosas hospederas
intervienen una gran diversidad de moléculas, dicho establecimiento involucra

un reconocimiento especifico, en el cual los flavonoides tienen un rol crucial.

3.2 Objetivo general

Determinar la dinamica de la expresion del operén nod en rizobios nativos

pertenecientes al género Cupriavidus.
3.3 Objetivos especificos

1) Validar el uso de un vector con la fusion transcripcional pnodB-lacZ en
los B-rizobios nativos C. necator UYPR2.512 y Cupriavidus sp.
UYMMaO2A.

2) Estudiar la dinamica de la induccion de pnodB en presencia de
distintos flavonoides sintéticos en los B-rizobios nativos C. necator
UYPR2.512 y Cupriavidus sp. UYMMaO02A.

3) Construir un vector reportero empleando la secuencia del promotor

nod de la cepa Cupriavidus sp. UYMMaO02A.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Cepas

Se utilizé la cepa de Escherichia coli DH5a 46 para obtener células competentes,
a las cuales transformar con los vectores y asi aumentar el nimero de copia de

los mismos. Las cepas de E. coli fueron incubadas en medio Luria-Bertani o LB
4T a 37°C.

Las cepas de Cupriavidus, LMG19424, UYMMa02A y UYPR2.512 (Tabla 2), se

incubaron en medio LB y en medio minimo M9 47, a 30°C.

Tabla 2. Caracteristicas de las cepas utilizadas durante este trabajo.

Cepa Informacion/Caracteristicas Uso Referencia

DH5a NalR. Cepa para Para transformaciones  Stock del
o . mantenimiento de plasmidos vy conjugaciones laboratorio

Escherichia coli triparentales

UYMMa02A NfR_ Aislada de Mimosa Cepa de estudio Platero et al.

Cupriavidus sp.

magentea, Uruguay

2016; Iriarte et al.
2016

UYPR2.512 NfR. Aislada de Parapitadenia Cepa de estudio Taulé et al. 2012;
L rigida, Uruguay. Secuenciada De Meyer et al.
Cupriavidus por lon Torrent. 2015
hecator
LMG 19424 NfR. Aislada de Mimosa Cepa modelo Chen et al. 2001,
Cupriavid pudica, Taiwan. Primer Amadou et al.
Upriaviaus genoma de beta rizobio 2008

taiwanensis

secuenciado (2008).

4.2 Vectores

Con el fin de evaluar la expresion del operén nod, se estudio la expresion del
promotor del primer gen del operon, el gen nodB (pnodB). Para esto se utilizaron
los vectores pCBMO1 y pCC0119 (Tabla 3), los cuales contienen fusiones
transcripcionales pnodB-lacZ (en donde pnodB corresponde a la region
promotora del gen nodB de LMG19424) o pnodB-gfp (en donde pnodB
corresponde a la region promotora del gen nodB de UYMMaO02A) 4248
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respectivamente. Como controles se utilizaron los vectores vacios parentales
(desprovistos de promotor) pCZ388 y pOT2 (Tabla 3) 40,

Los vectores pCBMO1 y pCZ388 tienen el gen que codifica para la resistencia a
tetraciclina (Tc), mientras que los vectores pCC0119 y pOT2 tienen el gen que
codifica para la resistencia a gentamicina (Gm). Se usaron los antibioticos con
las siguientes concentraciones: 8 ug/ml de Tc y 20 pg/ml de Gm. Para realizar
las conjugaciones (4.5 Mecanismo de adquisicion de ADN foraneo) se utilizé
como vector “helper” al pPRK600, que tiene el gen que codifica para la resistencia

a Cloranfenicol (Cf) 52.

Tabla 3. Caracteristicas de los vectores utilizados.

Vector Caracteristicas Referencia

pRKGB00  Vector “helper’ que asiste la conjugacion triparental,  Kessler et al.
porque tiene genes tra; Cf*. (1992)

pCZ388  Es un derivado de pLAFRG6 que contiene el gen facZ  Cunnac et al.
sin promotor; TcR. Tamario aproximado de 20 kb. (2004)

pCBMO1 pCZ388 conteniendo 401 bp del promotor nodB de Marchetti et al.
LMG19424: TcR. Tamarfio aproximado de 20 kb. (2010)

pOT2 Vector de clonado que contiene el gen de la proteina  Allaway et al.
verde fluorescente, gfp; GmR. Tamafio de 5335 pb. (2001)

pCC0119 pOT2 conteniendo 415 pb del promotor nodB de En este trabajo
UYMMa02A; GmR. Tamafio aproximado de 5800 pb.

4.3 Extraccion de ADN plasmidico

Se realizaron extracciones de ADN plasmidico (miniprep) en cepas de E. coli con
el fin de transformar con ese ADN cepas de Cupriavidus, y en el caso del vector
pOT2 también para la construccién de pCC0119. Dependiendo del caso se
realizaron minipreps mediante 2 metodologias: a) método convencional (lisis

alcalina) y b) mediante la utilizacion de un kit comercial.

a) Método convencional - Lisis alcalina 52
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Se partio de un cultivo bacteriano en 5 ml de medio LB liquido suplementado con
el antibidtico correspondiente, el cual fue incubado “overnight” (ON) a 37°C
(cepas de E. coli) o 30°C (cepas de Cupriavidus) en un agitador con aireacion a
200 rpm. Finalizado ese tiempo, se traspasé el volumen a un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml, el cultivo fue centrifugado a 14.000 g durante 90
segundos, y el sobrenadante fue descartado. Esta accion se repiti6 hasta
terminar los 5 ml de cultivo. El “pellet” celular se resuspendié en 300 ul de
solucion | fria (Anexo), de forma opcional se agregaron 5 pl de ARNasa 1 mg/ml.
Se adicionaron 300 pl de solucion Il fresca (Anexo), se invirtio el tubo 4 veces y
se esperaron 5 min. Opcionalmente se pueden agregar 300 pl cloroformo y
vortexear con el tubo al revés. Se agregaron 300 pl de solucion 11l (Anexo) fria'y
se vortexed con el tubo al revés. La resuspension se centrifugd a 14.000 g
durante 10 min a 4°C, se retir0 la fase superior (conteniendo el ADN deseado) y
se traspaso6 a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml nuevo. EI ADN se precipito,
agregando 0,7 volumenes de isopropanol al tubo. La reaccién se centrifugé a
14.000 g durante 30 min a 4°C, se descarto el sobrenadante, se le adicionaron
500 pl de etanol 70 % (v/v), y se centrifugé a 14.000 g durante 5 min a 4°C.
Luego se descarté el sobrenadante, y el “pellet” celular se secod por
centrifugacion mediante SpeedVac. Finalmente el “pellet” se resuspendioé en 50

pl de H20 mQ, y se almaceno a -20°C.
b) Método mediante kit comercial

Se cosecharon las células en las mismas condiciones que en el método
convencional. Se utilizé el kit comercial de Thermo Fisher, PureLink™ Quick
Plasmid DNA Miniprep Kit (Invitrogen), de acuerdo a las instrucciones del
fabricante.

4.4 Obtencidén de células competentes

Con el fin de obtener células competentes (con alta eficiencia de incorporacion
de ADN plasmidico), se evaluaron dos metodologias que se detallan a

continuacion.

a) Obtencion de células quimiocompetentes
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Con el objetivo de obtener células competentes de E. coli, la cepa de E. coli
DHb5a se crecid a partir de una placa fresca en 5 ml de medio LB liquido, ON a
37°C, en un agitador (0 “shaker”) con aireacion a 200 rpm. Se realiz6 una dilucion
1/100 a un matraz con medio LB liquido y se incub6 a 30°C en un agitador con
aireacién a 200 rpm, hasta que el cultivo alcanzé unas 107 células/ml (DOe20nm
0,2-0,3). Se fracciond el cultivo en tubos de 50 ml estériles y se recuperaron las
células mediante centrifugacion a 2.000-3.000 g durante 5 min, a 4°C. Se
descarto el sobrenadante y el “pellet” se resuspendié en una solucién de CaCl2
0,1 M frio (20 ml de CaCl2 0,1 M por cada 50 ml de cultivo original) y se mantuvo
en hielo durante 20 min. Nuevamente se recuperaron las células centrifugando
a 2.000-3.000 g durante 5 min, a 4°C. El sobrenadante se descarté y el “pellet”
se resuspendio en una solucion de CaClz 0,1 M frio (0,5 ml de CaClz 0,1 M por
cada 50 ml de cultivo original). Dado que las células ya estaban competentes se
suspendieron con pequefios golpeteos alternando con periodos de hielo. En
caso de que se fueran a usar otro dia, las células se guardaron a -80°C en

glicerol 20 %.
b) Obtencion de células electrocompetentes

Se partié de un in6culo de la cepa de interés de Cupriavidus en 5 ml de medio
LB liguido y se incubé ON a 30°C en un agitador con aireacion, a 200 rpm. Se
traspasaron 1,5 ml a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml y el cultivo fue
centrifugado a 8.000 g, durante 2 min y se descarto el sobrenadante. Se lavo el
“pellet” 3 veces con 1 ml de H20 destilada estéril y se resuspendio en 100 pl de

H20 destilada estéril (modificado de °3).

4.5 Mecanismos de adquisicion de ADN foraneo

I. Transformacion
a) Transformacion por shock térmico

La transformacion por shock térmico de las quimiocompetentes de la cepa de E.
coli DH5a con los ADN plasmidicos de interés se realizé a partir de 100 pl de
células competentes frescas (0 200 pl si se encontraban almacenadas con

glicerol a -80°C). A las células competentes se les adicioné entre 1 y 10 pl de
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ADN plasmidico (o reaccion de ligacion) y la mezcla se mantuvo en hielo durante
10 min, siempre se incluyd como control un tubo de células competentes que no
recibio ADN. Pasados los 10 min en hielo, las células competentes se incubaron
en un bafio a 42°C durante 90 segundos, e inmediatamente se colocaron en
hielo durante 2 min. Seguidamente se les adicion6 1 ml de medio LB liquido y se
incubaron durante 1 h a 37°C en un agitador a 200 rpm, para permitir a las células
competentes recuperar el ADN y expresar la resistencia al antibiético.
Finalmente, se plaguearon 100 pl de cada preparacion en placas de LB sélido
con el antibiotico correspondiente, y se incubaron a 37°C, hasta la aparicion de

colonias transformantes.
b) Transformacion por electroporacion

La transformacion de células competentes de Cupriavidus se realizd6 mediante la
técnica de electroporacion. A un volumen de 100 ul de células competentes
preparadas como se describié anteriormente se le adicion6 el ADN plasmidico
de interés. Siempre se incluyé como control un tubo de células sin ADN. Se
utilizaron cubas de electroporacién de 1 mm, a las que se les agrego las células
competentes con el ADN plasmidico y se las sometio a un pulso de 1,70 kV en
un electroporador Modelo Micropulser (BIORAD). Luego de electroporadas las
células, se les adiciond 1 ml de medio LB liquido y se traspasé el volumen a un
tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Para permitir que las células se recuperen y
gue incorporen el vector, se las incub6 a 30°C en un agitador con aireacién a
200 rpm, entre 2 y 4 h. Finalizado el tiempo de incubacion, se plaquearon 100 pl
de cada preparacién en placas de medio LB solido con el correspondiente

antibidtico, y se incubaron a 30°C hasta la aparicion de colonias transformantes.
[I. Conjugacion

Se realizé una conjugacién triparental para introducir los ADN plasmidicos
pCz388 y pCBMOL1 en las siguientes cepas: C. taiwanensis LMG19424, C.
necator UYPR2.512 y Cupriavidus sp. UYMMa02A. Como cepa donadora se
utilizé Escherichia coli DH5a portando los ADN plasmidicos de interés (TcR),
como cepa “helper” se usd Escherichia coli pRK600 (CfR) y como cepas
receptoras las cepas de Cupriavidus (Nf?) nombradas anteriormente. A partir de

una colonia bacteriana fresca se realiz6 un inéculo en 5 ml de medio LB liquido,
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suplementado con el respectivo antibiético y se incubé ON en un agitador con
aireacion, a 200 rpm, a 37°C las cepas de E. coli y a 30°C las cepas de
Cupriavidus. Luego de transcurrido ese tiempo, se realizo una dilucion 1/100 en
medio LB liquido sin antibiético y se incub6 nuevamente en las mismas
condiciones, hasta que los cultivos alcanzaron una DOes20nm 0,2-0,3. Alcanzada
esa DO, se tomaron 100 pl de cada cultivo y se mezclaron en un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml, mediante las siguientes relaciones: pCBM01 / pCZ388
+ pRK600 + LMG19424 / UYPR2.512 / UYMMaO2A. Para corroborar que las
cepas parentales utilizadas en las conjugaciones no crecieran en las condiciones
de seleccién, se hicieron controles en los que cada cepa se plaque0 en las
condiciones de seleccién. Se centrifug6 el cultivo, se descarto el sobrenadante,
y el “pellet” fue resuspendido en 50 pl. Se colocd un volumen aproximado de 10
pl de cada preparacion en una placa de LB sélido sin antibiético, se dejé secar
la gota, y se incubaron ON a 30°C. Finalizado este tiempo, se tomo6 una ansada
de cada crecimiento bacteriano en placa y se resuspendié en 500 pl de medio
LB liguido en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Se tomaron 70 ul de cada
resuspension y se plaquearon en placas de LB sélido con los antibiéticos Tc y
Nitrofurantoina (Nf). La Tc permite seleccionar las cepas con los vectores de
interés pCz388 y pCBMO1, y la Nf permite seleccionar a las cepas de
Cupriavidus, ya que inhibe el crecimiento de cepas de E. coli.

4.6 Amplificacion por PCR

Todas las reacciones de polimerizacion de cadena (PCR) fueron llevadas a cabo
utilizando el kit comercial de Bioline, MangoMix™, segun las recomendaciones
del fabricante. El programa de PCR utilizado fue el siguiente: un ciclo de
desnaturalizacion inicial de 5 min a 95°C, seguido de 25 ciclos de
desnaturalizacién de 30 segundos a 95°C, hibridacion de cebadores de 30
segundos a 58°C y extension de 1 minuto a 72°C, por ultimo se realiz6 un ciclo
de extension final de 5 min a 72°C.

La presencia de los vectores en las cepas transformadas se verific6 mediante
PCR empleando como molde de ADN la incorporacién directa de una colonia en

la preparacion de la reaccion. Alternativamente se empled la técnica de lisado
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de colonia bacteriana para la obtencién del ADN molde. En este ultimo caso, en
100 ul de H20 mQ se resuspendio una ansada de colonias de la cepa a analizar
y se mezcld mediante vortex. Se centrifugd a 8.000 g durante 2 miny se descarto
el sobrenadante. El “pellet” se resuspendié en 100 pl de NaOH 0,05 M y se
incubé a 100°C durante 4 min. Se finalizd la reaccion colocandola en hielo
durante 2 min, se completdé hasta un volumen de 1000 pl con H20 mQ, y se
centrifug6 a 8.000 g durante 2 min. Se traspasaron 700 pl del sobrenadante a un
nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 ml y se almacend a -20°C. Se emplearon
5 ul de esta soluciéon como molde en la reaccion de PCR.

Se utilizaron los pares de cebadores correspondientes de forma de amplificar un
fragmento de cada vector que permitiese verificar que el mismo se encontraba
presente en dicha colonia. Se utilizé una concentracion 0,5 uM de cada cebador,
Forward (F) y Reverse (R), por cada 20 ul de reaccion. Con el fin de verificar la
presencia de los vectores pCzZ388 y pCBMO01, se utilizaron los cebadores TetA
Ry F %4, que amplifican un fragmento aproximado de 200 pb, correspondiente al
gen de la tetraciclina. Para verificar la presencia del vector pOT2, se utilizaron
los cebadores pOT1 Ry F %0, que amplifican un fragmento de aproximadamente
200 pb (los cebadores pOT1 son los utilizados para pOT2, dado que ambos
vectores comparten secuencia). A su vez, también se utilizé la reaccion de PCR
para la construccion y la verificacion de la presencia de pCC0119 (detallado en

el apartado 4.10 Construccién de vector pnodB-gfp).
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Tabla 4. Secuencias nucleotidicas de cebadores utilizados y fragmentos que amplifican.
Los cebadores pNodB415 contienen la secuencia de corte para las enzimas de
restriccion (en color rojo); Kpnl reconoce los sitios GGTAC”C, y Pstl reconoce los sitios
CTGCANG.

Cebadores Secuencia Producto amplificado
TetAR CATAGATCGCCGTGAAGAGG

TetA de 200 pb
TetA F GCTACATCCTGCTTGCCTTC
pOT1R CGGTTTACAAGCATAAAGC

Fragmento de 200 pb

del vector pOT2

pOT1F CATTTTTTCTTCCTCCACTAGTG

pNodB415L- GGGGTACCTGACGCGAGCGTCACGTTCCCG o ]
R-Kpnl Regidn intergénica
nodB-nodD de 415 pb

de Cupriavidus sp.
pNodB415- AACTGCAGCCTCGCTACAGCTGCGCTC UYMMa02A

F-Pstl

4.7 Geles de electroforesis

La visualizacion de ADN plasmidico, productos de digestiéon y fragmentos
amplificados mediante la reacciéon de PCR, fue llevada a cabo mediante la
electroforesis en gel de agarosa 1 %, en buffer TAE 1X (Anexo), a un voltaje de
85 volts. Se utilizaron 2 ul del intercalante (GoodView, SBS Genetech Co., Ltd.)
por cada 50 ml agarosa y 2 pl del marcador de peso molecular (GeneRuler™ 1
kb DNA Ladder, Thermo Fisher).

4.8 Ensayo de determinacion de la actividad de la enzima (-galactosidasa

El ensayo de determinacion de actividad enzimatica B-galactosidasa (B-gal) fue
llevado a cabo mediante la adaptacion del protocolo de Miller (1972) para E. coli
6. Se partié de un cultivo primario de las cepas de Cupriavidus portando los
vectores pCBMO01 o pCZ388 en 5 ml de medio LB liquido, el cual se incubé ON

a 30°C, en un agitador con aireacion, a 200 rpm. Finalizado este tiempo, se
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realizod una dilucion 1/100 (v/v) en medio fresco LB liquido y se lo suplementé
con el flavonoide a estudiar como posible inductor, se incluyé un control sin
inducir. Los flavonoides sintéticos luteolina y genisteina fueron disueltos en
DMSO y el flavonoide apigenina fue disuelto en KOH 1M (los tres flavonoides de
Sigma-Aldrich). Finalizado el tiempo de induccion utilizado, se determind la
DOs2onm Yy se centrifugaron 2 ml del cultivo a 5.000 g. Se descarto el
sobrenadante y se resuspendio6 el “pellet” celular en 1 ml de buffer Z (Anexo). De
esta resuspension se tomaron 100 pl y se les adicion6 500 pl de buffer Z. Para
lisar las células se adicionaron 25 pl SDS 0.1 %, 50 ul cloroformo, se mezclo

mediante vortex y se incubo durante 5 min a temperatura ambiente.

Para dar inicio a la reaccion (t=0) se agregaron 200 pl del sustrato ONPG (4
mg/ml) (Anexo), se mezclé mediante vortex y se incub6 a 37°C hasta observar
coloracion amarillenta (t), momento en que se detuvo la reaccion con 500 pl de
Na2COs 1M. Se centrifugé la preparacion durante 7 min, a 8.000 g. Se determind
la absorbancia a 420 nm del sobrenadante y se cuantificé la actividad enzimatica

especifica segun las unidades Miller (“Miller Units”):

Abs,0

AE = .
b'g'At'D0620'0,5

FD

Suponiendo que el flavonoide utilizado es un inductor del pnodB (presente en
pCBMO01), entonces este permitird la expresion del gen reportero que tiene
fusionado, el gen lacZ. Al expresarse el lacZ, este se transcribira y traducira
dando lugar a la formacion de la proteina B-gal. Dicha proteina es la enzima que
hidrolizara el ONPG que se agregue a la reaccion dando lugar al producto
coloreado ONP (Figura 7). Por lo que su presencia/ausencia nos informara si el

flavonoide utilizado es o0 no un inductor del pnodB, respectivamente.

4.9 Alineamiento de secuencias

Para estudiar las similitudes y disparidades de las secuencias nucleotidicas de
la region intergénica nodB-nodD y del gen nodD entre las tres cepas de
Cupriavidus de interés de este trabajo, se realizé en primer lugar una busqueda
en el GenBank (en la base de datos “Nucelotide”) del NCBI (“National Center for
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Biotechnology Information”). Luego de encontradas dichas secuencias, se las
descarg0 y se procedio a alinearlas, para lo que se utilizaron los programas ApE
(A plasmid Editor) y MEGA-X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) %%, El
ApE se utilizé para alinear las secuencias nucleotidicas de la regién intergénica
nodB-nodD, mientras que con el MEGA-X se alinearon las secuencias
nucleotidicas del gen nodD (con el algoritmo ClustalW) y también se tradujeron
dichas secuencias segun el codigo genético estdndar y se alinearon las

secuencias aminoacidicas resultantes (con el algoritmo MUSCLE).

4.10 Construccioén de vector pnodB-gfp

Por una parte, un fragmento de 415 pb, correspondiente a la region intergénica
nodB-nodD (fragmento pnodB que contiene a la caja nod) de Cupriavidus sp.
UYMMaO02A, fue amplificada por PCR a partir de ADN gendmico (del que se
disponia) de dicha cepa con cebadores especificamente disefiados (Figura 9b).
Los cebadores utilizados fueron los pNodB415 F y R, que contienen secuencias
de reconocimiento de corte para las enzimas de restriccion Pstl y Kpnl,

respectivamente (Tabla 4).

En paralelo, se realizé una miniprep convencional del vector pOT2 contenido en
E. coli. Este vector contiene el gen que codifica para la proteina GFP y el gen
gue le confiere resistencia a Gm (Figura 9a). En su secuencia presenta sitios
Unicos de corte para las enzimas de restriccion Pstl y Kpnl.
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pOT1-R (4134-4152)
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pOT1-F (3960-3982)
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nodB

<15 nhodD
pNodB415-R-Kpnl pNodB415-F-Pstl

Figura 9. (a) Mapa del vector de clonado pOT2. En color azul se indica el gen de
resistencia al antibiético gentamicina (Gm); en color verde, el gen de la proteina verde
fluorescente (gfp); en color negro, la regién de replicacion del vector (pBBRL1 oriV); en
color rojo se observan los sitios Unicos de corte de las enzimas de restriccion usadas
para el clonado del fragmento pnodB de Cupriavidus sp. UYMMaO02A, Pstl y Kpnl; y en
color violeta se observan los sitios donde hibridan los cebadores pOT1 Ry F. (b) Regién
nodB-nodD de Cupriavidus sp. UYMMaO02A. En rojo se remarca el fragmento de 415 pb
de pnodB a amplificar de Cupriavidus sp. UYMMaO2A y clonar en el vector pOT2; las
flechas celestes indican los sitios en donde hibridan los cebadores pNodB415; y entre
los genes de nodB (flecha naranja) y nodD (flecha verde) se encuentra la caja nod
(rectangulo amarillo). Figuras realizadas con el programa ApE *.

Una vez obtenidos el fragmento pnodB de Cupriavidus sp. UYMMa02A vy el
vector pOT2, estos fueron digeridos con las enzimas de restriccion Pstl 10 U/ul
(Fermentas) y Kpnl 10 U/ul (Promega). Dichas enzimas no presentan una alta
actividad de corte utilizando el mismo buffer de reaccion, sino que presentan
100 % de actividad en los buffer O y J, respectivamente. Por lo tanto, para poder
obtener los productos digeridos con ambas enzimas, se realizaron digestiones
consecutivas, intercaladas de purificaciones por precipitacion. Para asegurarnos

gue ambas cortaran eficientemente, se realizaron reacciones de digestion en
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paralelo e independientemente. Para ello, se realizé una primera digestion con
la enzima Pstl y luego con Kpnl, y en otro caso la digestion se realizé en orden
inverso. En un volumen final de 50 ul se digirieron 20 pl de ADN (fragmento
pnodB o miniprep del vector pOT2) con 1 pl de enzima y 5 pl de buffer 10X. Se
incubaron las reacciones de digestion ON a 37°C. Luego se procedio a purificar
los fragmentos digeridos. Para esto a la reaccion se le adicion6 2,5 volimenes
de etanol 100 % y 1/10 de su volumen de acetato de sodio 3 M pH 5,2 y se
incub6 ON a -20°C. Al finalizar ese tiempo, se centrifugé a 12.000 g, a 4°C
durante 30 min, se descart6 el sobrenadante y se le adicioné 1 ml de etanol frio
70 %. Se centrifugd por 5 min en las mismas condiciones, se descarto el
sobrenadante y se centrifugd en SpeedVac (Labconco Corporation) hasta
sequedad. A continuacion, se resuspendio el “pellet” en 42 yl de H20 mQ, se le
adiciono 5 pl buffer de enzima y 3 pl enzima, incubando ON a 37°C. Se repiti6 el
mismo proceso de purificacion que para la primera digestion, y para finalizar se

resuspendio el “pellet” en H20 mQ.

Con el objetivo de clonar el fragmento pnodB en el vector pOT2, una vez
obtenidos ambos productos doblemente digeridos y purificados, se unieron con
la enzima T4 ADN Ligasa. En un volumen final de 10 pl se mezclaron distintas
relaciones de cantidades de inserto/vector (concentraciones por estimacion a
partir de gel de agarosa: 14 ng/ul de inserto y 6 ng/ul de vector), con 0,5 ul de
enzima y 1 pl de buffer 10X. Las reacciones de ligacion fueron incubadas a
diferentes tiempos y temperaturas. Se incluyé un control del vector sin inserto y

un control del vector sin Ligasa.

Se probaron las siguientes relaciones en 10 pl de ligacion inserto/vector: 1) 6,5
pl de inserto/2 pl de vector, y 3 pl de inserto/5,5 pl de vector, ambas reacciones
se incubaron ON a 37°C; 2) 2 pl de vector/6,5 ul de inserto, y se incubé durante
2 ha16°C;y 3) 2,5 ul de vector/6 ul de inserto, y 7 pl de inserto/1 pl de vector y
ambas reacciones se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente. Los
productos de ligacion obtenidos fueron utilizados para transformar ceélulas
guimiocompetentes de E. coli DH5a mediante el procedimiento de shock térmico
(4.5 Mecanismos de adquisicion de ADN foraneo). Con el fin de comprobar, si las
colonias transformantes presentaban el fragmento pnodB, se las proceso

mediante lisado de colonia para posteriormente amplificar el fragmento pnodB
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mediante reaccion de PCR, utilizando el par de cebadores pNodB415 Fy R. A
continuacion, se realizé la miniprep mediante kit de las colonias transformantes
gue presentaron el inserto. Con el fin de comprobar que los fragmentos clonados
no tuvieran mutaciones, los vectores fueron secuenciados en el servicio de

Macrogen, Korea y dichas secuencias fueron comparadas con la original.

4.11 Evaluacion de la expresion del vector pnodB-gfp

Una vez confirmado por secuenciacion un clon que se denomin6 pCC0119, este
fue transformado por electroporacion a las cepas de Cupriavidus spp.
UYMMa02A y UYPR2.512. Lo siguiente fue estudiar la produccion de
fluorescencia en presencia de inductores del pnodB. Para esto primero se
largaron cultivos primarios de las cepas de Cupriavidus spp. UYMMaO02A y
UYPR2.512 conteniendo el pCC0119 y también como control de fluorescencia
las mismas cepas con el vector pOT2. Dichos cultivos fueron de 5 ml del medio
LB liquido con Gm, que se incubaron ON en un agitador a 200 rpm, a 30°C.
Finalizado el tiempo de incubacién, se tomaron 20 ul del cultivo crecido y se
agregaron a 3 ml de medio LB liquido con Gm. Para cada cultivo se larg6 un tubo
sin inductor, como control, y otro con una concentracion final de 5 uM de luteolina
y se incubaron en las mismas condiciones. Para medir la fluorescencia se coloco
una alicuota de 200 pl en una placa de ELISA para medir en el Varioskan™
(Thermo Fisher Scientific), la excitacion se efectud con una longitud de onda de

405 nm, y se midié su emisién a una longitud de onda de 505 nm °.

4.12 Curvas de crecimiento

Con el fin de evaluar si el flavonoide luteolina tenia efecto en el crecimiento de
las cepas en estudio, Cupriavidus spp. UYMMa02A y UYPR2.512, se agregaron
distintas concentraciones del mismo (15 uM, 150 nM y 1,5 nM) al medio de
cultivo. Se parti6 de un cultivo primario de 5 ml en medio liquido M9
suplementado con citrato como fuente de carbono de cada cepa de Cupriavidus
y se incubd ON a 30°C. Finalizado este tiempo, se determind la DOs2onm del
cultivo y luego se transfirié 1 ml de cultivo a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml
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y se centrifugd a 5000 rpm durante 5 min y se descarto el sobrenadante. El
“‘pellet” celular, se resuspendié en 1 ml de NaCl 0,9 % y se normalizaron los
cultivos en medio liquido M9 a una DOs2onm de 0,1. En una placa de ELISA se
agregaron 20 pl del cultivo normalizado (DOs2onm de 0,1), 160 pl de medio de
cultivo M9 fresco y 2 ul de una solucién de luteolina de concentracion adecuada
para lograr una concentracion final de 15 uM, 150 nM o 1,5 nM de luteolina.
Como controles se utilizaron: 1) cultivo sin flavonoide y 2) cultivo con DMSO sin
flavonoide. Se realizaron triplicados de cada condicion. La placa de ELISA con
las muestras se coloco en un lector de placas Varioskan, se incub6 durante 62

h. Se realizaron medidas de absorbancia a DOs2onm con un intervalo de 2 h.
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5 RESULTADOS

5.1 Obtencion de Cupriavidus con los vectores pCZ388, pCBMo1y pOT2

Los plasmidos pCz388 y pCBMO01 nos fueron enviados desde el laboratorio de
origen (Marchetti et al., 2010) en las cepas de E. coli TG1 (pCzZ388) y C.
taiwanensis LMG19424 (pCBMO01), por lo que en primer lugar fueron transferidos
a E. coli DH5a para su conservacion y para poder tener mas cantidad de
plasmido. Para esto se extrajeron los plasmidos a partir de las cepas originales
utilizando el método de lisis alcalina y luego fueron incorporados por shock
térmico a células competentes de E. coli DH5a. Las transformantes fueron
usadas como cepas donadoras para realizar conjugaciones triparentales con las
cepas receptoras LMG19424, UYPR2512 y UYMMaO2A. Las cepas
transconjugantes fueron seleccionadas por su resistencia a los antibioticos Nf y
Tc y la presencia de los plasmidos se corroboré mediante extracciones

plasmidicas y amplificacion de fragmentos especificos por PCR (Figura 10).
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa 1 %. (a) Productos de miniprep de los
vectores pCBMO1 y pCZ388 de sus cepas originales. (b) Productos amplificados por
reaccion de PCR utilizando los cebadores TetA a partir de lisados de colonia de la cepa
de E. coli DH5a con los vectores pCBMO01 y pCZ388. (c) Productos amplificados por
reaccion de PCR utilizando los cebadores TetA, carriles 1y 2: minipreps de los vectores
pCBMO01 y pCZ388 en la cepa de E. coli DH5a; carril 3: colonia de la cepa Cupriavidus
sp. UYMMa02A como control negativo; carriles 4 y 5: colonia de la cepa C. taiwanensis
LMG19424 con los vectores pCBMO1 y pCZ388; carriles 6 y 7: colonia de la cepa

Cupriavidus sp. UYMMaO2A con los vectores pCBMO01 y pCZ388. Marcador de peso
molecular (MPM), GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder.
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Como se observa en la Figura 10a (carriles 1 y 2), se obtuvieron bandas
correspondientes a fragmentos de ADN plasmidico mayores a 10 kb en el caso
de los vectores pCZ388 y pCBMO01 en comparacion a la banda de mayor tamafio
del MPM. A su vez en la Figura 10b y ¢ se puede observar que los cebadores
TetA amplificaron un fragmento del tamafio esperado de aproximadamente 200
pb. Dado que: 1) se obtuvieron colonias resistentes a Tc y 2) estas colonias
fueron verificadas con amplificacion por PCR con los cebadores para el gen de
resistencia a tetraciclina, se verifico la presencia de los vectores pCZ388 y

pCBMO1 en las cepas de Cupriavidus.

5.2 Evaluacion de la expresion del pnodB-lacZ de pCBMo1

Una vez confirmada la transformacion de las cepas de Cupriavidus spp. con el
plasmido pCBMO1 (que contiene la fusion pnodB-lacZ) y el plasmido control
pCZ388 (vector vacio, tiene el gen lacZ pero sin promotor), se evalud la induccion
de los genes nod en las tres cepas de Cupriavidus mediante el ensayo de
determinacién de la actividad de la enzima (-galactosidasa (3-gal). En primera
instancia se utilizoé luteolina como inductor de la actividad -gal puesto que se
habia reportado la capacidad inductora de este flavonoide en la cepa LMG19424
(Marchetti et al., 2010) (Figura 11).
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Figura 11. Ensayo de determinacion de actividad B-galactosidasa (3-gal) en las cepas
de Cupriavidus spp. LMG19424, UYPR2.512 y UYMMa02A luego de 18 h de induccion,

utilizando 5 uM de luteolina como inductor. Se realizaron triplicados biolégicos.

Al incubar las bacterias durante 18 h en presencia de luteolina 5 uM, se observé
un aumento de la actividad B-gal en las cepas de C. taiwanensis LMG19424 y C.
necator UYPR2.512 conteniendo el vector pPCBMO01, mientras que no se observo
induccion en la cepa de Cupriavidus sp. UYMMaO02A con este vector. Tampoco
se observo un aumento de la actividad B-gal en las cepas con el vector control
pCZz388 (Figura 11). Este resultado sugiere que el pnodB se induce por luteolina
en las cepas LMG19424 y en UYPR2512, pero no en UYMMaO2A. Con este
ensayo verificamos el correcto funcionamiento del vector pPCBMO1 y del ensayo

B-gal para nuestro modelo de estudio.

De forma complementaria, a partir de la capacidad de induccién de la luteolina
observada en la cepa C. necator UYPR2.512, se decidi6 estudiar el efecto de
concentraciones menores de este flavonoide. Para ello, se ensayo el efecto de
concentraciones de 0,1 uM, 0,5 uM y 3 uM de luteolina durante 18 h, utilizando

15 uM de luteolina como control (Figura 12).
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Figura 12. Ensayo de determinacién de actividad B-galactosidasa (B-gal) en la cepa C.
necator UYPR2.512 utilizando 0,1 uM, 0,5 uM, 3 uM y 15 uM de luteolina, luego de 18
h de induccién. Se realizaron triplicados biol6gicos.

Como se observa en la Figura 12, una concentracion 100 nM de luteolina fue
suficiente para inducir la expresién de los genes nod en la cepa C. necator
UYPR2.512 indicando una mayor sensibilidad del sistema en esta cepa con

respecto a los 15 uM reportados para la cepa C. taiwanensis LMG19424 12,

Complementariamente se evaluo el efecto inductor de la luteolina en la cepa C.
necator UYPR2.512 a un tiempo menor de induccion. Se observé que luego de
tan solo 2 h de induccién utilizando 15 uM de luteolina, se alcanzaron valores de
expresion de B-galactosidasa similares a los obtenidos luego de 18 h (Figura
13).
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Figura 13. Ensayo de determinacion de actividad B-galactosidasa (B$-gal) para C.

necator UYPR2.512 utilizando 15 puM de luteolina, luego de 2 h de induccion.

Estos resultados indican que en esta cepa se observa una respuesta bacteriana
mas rapida a la presencia del inductor con respecto a las 16 o 24 h reportadas

para la cepa C. taiwanensis LMG19424 12,

Con la finalidad de evaluar el efecto de distintos flavonoides sobre la cepa C.
necator UYPR2.512, se decidi6 ensayar los flavonoides apigenina y genisteina
(Figura 14).
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Figura 14. Ensayo de determinacion de actividad B-galactosidasa ($-gal) para C.
necator UYPR2.512 utilizando 1 pM, 15 uM y 50 uM de genisteina, 0,01 pM, 0,05 uM y
0,002 uM de apigenina, 0,01 puM, 0,05 uM y 0,002 uM de luteolina, luego de 18 h de
induccion. Gen: genisteina; Api: apigenina; Lut: Luteolina. Se realizaron triplicados
bioldgicos.

49



Ambos flavonoides tuvieron un efecto en la actividad p-galactosidasa, sin
embargo fue necesario emplear 50 uM de genisteina para observar un ligero
efecto, mientras que 2 nM de apigenina fue suficiente para la induccion de los
genes nod en la cepa C. necator UYPR2.512. A esta concentracion, el efecto

inductor de la apigenina fue aun mayor que el logrado por luteolina (Figura 14).

Los resultados obtenidos sugieren que los flavonoides luteolina y apigenina
(ambos reportados como inductores de la expresion de los genes nod de C.
taiwanensis LMG19424 y otros rizobios como especies de Sinorhizobium vy
Rhizobium 57:58) son inductores de los genes nod en la cepa nativa C. necator
UYPR2.512.

Por otro lado, la luteolina no indujo la expresion de los genes nod en la cepa
nativa Cupriavidus sp. UYMMaO2A. Estos resultados preliminares podrian
deberse a: 1) que la luteolina no sea inductora de esta cepa o0 2) que la proteina
NodD de Cupriavidus sp. UYMMaO02A no sea capaz de reconocer al promotor
nodB de C. taiwanensis LMG19424 presente en pCBMO1.

Para evaluar la segunda posibilidad, se compararon las secuencias de los

promotores, asi como de la proteina NodD de las tres cepas de Cupriavidus.

5.3 Alineamiento de secuencias

Con el fin de evaluar hipétesis que expliquen la falta de induccion observada en
la cepa Cupriavidus sp. UYMMa0O2A conteniendo la construccién pCBMO1,
decidimos comparar las secuencias nucleotidicas de la region intergénica nodD-
nodB conteniendo la caja nod y las secuencias nucleotidicas / aminoacidicas de
las proteinas NodD de las cepas de Cupriavidus sp. UYMMaO02A, C. necator
UYPR2.512 y C. taiwanensis LMG19424.

En la Figura 15 se muestran los resultados del alineamiento de las secuencias
nucleotidicas de la regién intergénica nodB-nodD de las tres cepas de

Cupriavidus.
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Figura 15. Alineamiento de la secuencia nucleotidica de la regién intergénica nodB-
nodD. Se observa el alineamiento de tres secuencias, la secuencia superior
corresponde a Cupriavidus sp. UYMMaO02A, la secuencia del medio corresponde a C.
necator UYPR2.512 y la secuencia inferior corresponde a C. taiwanensis LM19424. En
color celeste se sefialan las secuencias en donde hibridan los cebadores pNodB415; en
color naranja y verde se sefiala el fragmento del gen nodB y nodD, respectivamente,
amplificado con dichos cebadores; y en color amarillo se sefiala la caja nod a la que se
une la proteina NodD. En color rojo se resaltan los nucleétidos no compartidos o bien
donde se introducen gaps entre las secuencias que se estan comparando. Realizado

con el programa ApE %°.

Cabe destacar que el disefio de los cebadores utilizados para amplificar el
fragmento pnodB de 415 pb de Cupriavidus sp. UYMMaO2A fue realizado en
base a aquellos utilizados por Marchetti (2010) para amplificar el fragmento
pnodB de 401 pb de C. taiwanensis LMG19424.

Ademas, se pueden observar pocas discordancias de secuencia nucleotidicas
(“mismatch”) entre las cepas Cupriavidus sp. UYMMa0O2A y C. necator
UYPR2.512 (con 21 mismatches), incluso al nivel de la caja nod (con tan solo 6
mismatches). La mayor cantidad de diferencias nucleotidicas se da entre las
cepas C. taiwanensis LMG19424 y Cupriavidus sp. UYMMa02A con 60
mismatches y 40 gaps, y luego entre las cepas C. taiwanensis LMG19424 y C.
necator UYPR2.512 con 51 mismatches y 40 gaps. De esto hay que destacar
gue a diferencia de las otras dos cepas de Cupriavidus, la cepa C. taiwanensis

LMG19424 presenta un gap de 40 nucleétidos previo a la caja nod o, visto al
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reves, en las cepas nativas hay 40 bases extras en comparacion con LMG19424
(para maximizar el alineamiento el programa afade las separaciones artificiales
0 gaps). Con respecto a la caja nod, dado que 4 de las 6 diferencias presentes
en la caja nod de Cupriavidus sp. UYMMa02A estan conservadas entre C.
taiwanensis LMG19424 y C. necator UYPR2.512, esta diferencia de secuencia
en UYMMaO2A podria ser causante de que NodD de UYMMaO2A no pueda
unirse a la caja nod de LMG19424.

Lo siguiente fue estudiar el alineamiento de la secuencia nucleotidica (Figura
16) y la secuencia aminoacidica (Figura 17) tentativa de la proteina reguladora

NodD entre las mismas 3 cepas de Cupriavidus.
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Figura 16. Alineamiento de la secuencia nucleotidica del gen nodD. Se observa el
alineamiento de tres secuencias, la secuencia superior corresponde a la cepa
Cupriavidus sp. UYMMaO02A, la secuencia del medio corresponde a C. necator
UYPR2.512 y la secuencia inferior corresponde a C. taiwanensis LMG19424. En color
negro se resaltan los nucleétidos no compartidos o bien donde se introducen gaps entre
las secuencias que se estdn comparando. Se realizd con el programa MEGA-X, con el

algoritmo Clustalw %8,
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Figura 17. Alineamiento de la secuencia de aminoéacidos tentativa de las proteinas
NodD. Se observa el alineamiento de tres secuencias, la secuencia superior
corresponde a la cepa Cupriavidus sp. UYMMaO02A, la secuencia del medio corresponde
a C. necator UYPR2.512 y la secuencia inferior corresponde a C. taiwanensis
LMG19424. Los distintos colores son un cédigo de similitud estructural entre los
aminodcidos, y las distintas letras obedecen a como se nombran los aminoacidos en el

cddigo genético. Se realiz6 con el programa MEGA-X, con el algoritmo MUSCLE %8,

En la Figura 16 se puede observar que las secuencias nucleotidicas que
codifican para nodD de C. necator UYPR2.512 y C. taiwanensis LMG19424 son
de 933 pb, mientras que la de Cupriavidus sp. UYMMaO02A es de 909 pb. Las
secuencias de UYMMaO02A y UYPR2.512 se alinean todo el largo de sus
secuencias con una cantidad de 24 mismatches y 26 gaps. Sin embargo, la cepa
LMG19424 presenta la mayor diferencia de secuencia en comparacion con las

otras dos secuencias.

Por otra parte, se puede observar que la mayoria de cambios nucleotidicos se
observaron en el tercer lugar del codén, correspondiente a cambios sinbnimos.
Algunas modificaciones son en el primer o segundo lugar del codon (Figura 17),
por lo que en la mayoria de estos casos si se da un cambio de aminoécido,
aunque a veces estos cambios dan lugar a un aminoacido estructuralmente
similar al original, y no afectaria la funcionalidad de la proteina. Teniendo en
cuenta que el extremo N-t de las proteinas NodD esta involucrado en el

reconocimiento y union especifica a flavonoides, y que el extremo C-t es el
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dominio de union al ADN (caja nod); se puede observar que una diferencia
notoria entre las proteinas NodD de LMG19424 / UYPR2.512 y UYMMa02A es
el largo de su secuencia, con una diferencia de 8 aminoéacidos en el extremo C-

t que tal vez pueda afectar su funcién de union a la caja nod.

Como vimos diferencias de secuencia, N0s propusimos construir un nuevo vector
el cual tuviese el promotor del gen nodB de Cupriavidus sp. UYMMaO02A

fusionado a un gen reportero.

5.4 Construcciéon de nuevo vector con gfp como gen reportero

Anteriormente, nuestro grupo de investigacion construyo diferentes vectores
conteniendo la presunta regién promotora del gen nodB (pnodB) de la cepa
Cupriavidus sp. UYMMaO02A. En estas construcciones se utilizaron fragmentos
nucleotidicos de aproximadamente 320 pb que abarcaban el supuesto promotor
del gen nodB. Asi se construyeron los vectores pFO0115 %°, pCR0116 y
pCR0216 en los que el fragmento conteniendo al pnodB de la cepa UYMMa02A
se clond en el vector pSEVA247Y en los casos de pFO0115 y pCR0116 o en el
PSEVA237Y en el caso de pCR0216 0. Estos plasmidos fueron introducidos en
la cepa UYMMaO2A y se evaluo la fluorescencia de las bacterias transformadas
en presencia de luteolina, apigenina y exudados de distintas semillas de
Mimosas con las que esta bacteria puede formar asociaciones simbioticas
efectivas. En ninguno de los casos se observo expresion del gen reportero yfp,
sugiriendo que el promotor nodB no se induciria en estas condiciones °. De
acuerdo a los resultados publicados por Marchetti y colaboradores (2010) y lo
observado en este trabajo, pudimos constatar que el fragmento promotor
utilizado en pCBMO1 es mayor al que empleamos en los vectores descritos
anteriormente (pnodB C. taiwanensis LMG19424, 401 pb Vs pnodB Cupriavidus
sp. UYMMa02A, 320 pb). Por lo tanto decidimos construir un nuevo vector con
el fragmento pnodB de Cupriavidus sp. UYMMaO02A pero agregando casi 100
nucleotidos, con el fin de verificar si afectaba la union de la proteina NodD al

fragmento pnodB. El nuevo fragmento pnodB se cloné en el vector pOT2, el cual
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contiene como gen reportero gfp. A este nuevo vector se la denominé pCC0119
(Figura 21).

A partir del ADN gendmico de la cepa Cupriavidus sp. UYMMaO02A se amplificd
por PCR, utilizando los cebadores pNodB415 R y F, el fragmento pnodB que
incluia la regién intergénica de nodB-nodD y parte de ambos genes (carril 1,
Figura 18a), generando un fragmento de tamafio esperado de 415 pb. En
simultaneo, el vector pOT2 fue extraido de E. coli DH5a por el método
convencional de miniprep. Segun lo observado en el carril 1 de la Figura 18b,
pareceria que este se encontraba fundamentalmente bajo la forma circular dado
gue su migracion esta retrasada. Cuando el vector pOT2 fue digerido se obtuvo
su conformacién lineal, observandose que su migracion correspondia a su
tamafo esperado de 5335 pb (carril 4, Figura 18b). En la Figura 18 se muestra
el proceso que llevé a obtener ambos productos (pnodB y pOT2) doblemente

digeridos con las enzimas Pstl y Kpnl y purificados.

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa 1 %. (a) Proceso de digestién y purificacion
del fragmento pnodB amplificado de Cupriavidus sp. UYMMaO02A. En el carril 1: pnodB
sin digerir; carriles 2 y 3: digestion con Kpnl y Pstl, respectivamente; carriles 4 y 5:
digestiones simples precipitadas; carriles 6 y 7: digerido con ambas enzimas; carriles 8
y 9: digestiones dobles precipitadas. (b) Proceso de digestién y purificacion del vector
pOT2 extraido de E. coli DH5a. En el carril 1: pOT2 sin digerir; carriles 2 y 3: digestion
con Kpnl y Pstl, respectivamente; carriles 4 y 5: digestiones simples precipitadas;
carriles 6 y 7: digerido con ambas enzimas; carriles 8 y 9: digestiones dobles

precipitadas. Marcador de peso molecular (MPM), GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder.
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Una vez que se obtuvieron ambos productos doblemente digeridos y purificados,
se procedid a realizar distintas reacciones de ligacién, que se detallan en la

Tabla 5, con las que se transformé en células competentes de E. coli DH5a.

Tabla 5. Reacciones de ligacion con enzima T4 ADN Ligasa. Tubos 1y 2: reacciones
de ligacién con inserto y vector; tubos 3 y 4: controles (sin inserto). Se detallan los

volimenes utilizados en cada caso.

TUBO 1 2 3 4
Ligasa T4 0,5 0,5 0.5 -
Buffer T4 (10X) 1 1 1 -
Vector 25 1 2 2
Inserto 6 7 = =
H:0 PCR - 05 65 8

A partir de las reacciones de ligacién utilizadas para transformar células de E.
coli DH5a se obtuvieron 8, 4, 32 y 6 colonias resistentes a Gm, de la reaccion 1
a la 4 respectivamente (Tabla 5). El hecho de haber obtenido colonias de la
transformacion con la reaccién de ligacion 4 (sin Ligasa) sugiere que la digestion
con una de las enzimas no fue completa o que tal vez se formé un dimero. Con
el objetivo de verificar la presencia del inserto en dichas colonias, se realiz6 la
reaccion de PCR, utilizando los mismos cebadores utilizados para amplificar el
pnodB de Cupriavidus sp. UYMMaO02A, pNodB415 F y R (Figura 19).

Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa 1 %. Productos amplificados por reaccién
de PCR de colonias de la cepa de E. coli DH5aq, transformadas con las reacciones de

ligacion. De izquierda a derecha, carril 1: control negativo, colonia E. coli DH5q; carril 2:
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control positivo, colonia UYMMaO02A,; carril 3: colonia ligacion 4; carril 4: colonia ligacién
3; carriles 5-8: colonias ligacion 2; carriles 9-16: colonias ligacién 1. Marcador de peso
molecular (MPM), GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder.

Como se puede observar en la Figura 19 utilizando los cebadores pNodB415 F
y R no se obtuvieron productos de PCR a partir de colonias transformadas con
las reacciones de las ligaciones control 3 y 4 ni tampoco cuando se us6 una
colonia de la cepa DH5a sin plasmido. Mientras que si se amplificé un fragmento
del tamafio esperado en las reacciones de PCR realizadas a partir de la mayoria

de las colonias obtenidas por la transformacion con las reacciones de ligacion 1

y 2.

A 6 de las colonias que amplificaron un fragmento del tamafio esperado de 415

pb (3 del tubo 1y 3 del tubo 2) se les realizé miniprep con el kit (Figura 20).

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa 1 %. Productos de miniprep de las colonias
de E. coli DH5 transformadas con las reacciones de las ligacion. De izquierda a derecha,
carriles 1, 2 y 3 corresponden a ADN plasmidico de clones de la reaccién de ligacion 2;
carriles 4, 5y 6 corresponden a ADN plasmidico de clones de la reaccion de ligacion 1.
Marcador de peso molecular (MPM), GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder.

Con el fin de corroborar la secuencia del fragmento clonado en estos vectores,
los productos de las minipreps 2 a 5 (Figura 20) fueron secuenciados y su
secuencia comparada con la secuencia teorica esperada. En base a esta
comparacioén, decidimos quedarnos con el clon de la reaccién de ligacién 2 (carril
3, Figura 20), ya que detectamos una Unica mutacion en la region intergénica
nodB-nodD que en principio no afectaria su funcionalidad, y se lo nombré
pCCO0119 (Figura 21).
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ﬂAGGGTG GGTTTACCCAAGTGGGTGGCTACG GACTGATTCGATTAATTAAG@
ACATCTAGAGTTTAAACTTTAATTAAGCCCGGGCTGCAG

GGTACCAGGCCTAGATAGATAGAGAGAGAGAGAGACTAG
&GAGGAAGAAAAAATG /

Figura 21. Parte de la secuencia de la construccién pCC0119. Se muestra desde donde

se secuencio con el pOT1-R (por eso su secuencia no se ve), hasta la secuencia en
donde hibrida el pOT1-F (en color rojo). Ademas se pueden ver los cebadores
pNodB415 R y F (en color amarillo; el R es el que esta mas cerca de donde hibrida el
pOT1-F). En color verde se ve parte de la secuencia del gen nodD, en color naranja
parte de la secuencia del gen nodB vy, entre ambas, se observa en color azul la
secuencia intergénica nodB-nodD donde esta la caja nod. Resaltado en color negro se

puede observar la Unica mutacion.

El vector pCC0119 se transformd en las cepas de Cupriavidus sp. UYMMa02A
y C. necator UYPR2.512 por electroporacién. Mediante el programa ApE, se
observo que para verificar la presencia de pCC0119 en las cepas de Cupriavidus
se deberia utilizar el cebador pNodB415 que hibrida con el fragmento pnodB y
el pOT1 que hibrida con el vector pOT2, ambos R o F. Al utilizarse ambos F se
obtendria un fragmento de 471 pb, mientras que, si se utilizaran los dos R, el
fragmento amplificado seria de aproximadamente 509 pb. Esto se puede
observar de forma mas detallada en la Figura 22.
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Resistencia a gentamicina
N\

pCCO119

Regién de replicacién

Figura 22. Mapa del vector pCC0119. En color azul se indica el gen de resistencia al
antibiotico gentamicina (Gm); en color verde el gen de la proteina verde fluorescente
(gfp); en color negro la region de replicacion del vector (pBBR1 oriV); el fragmento de
415 pb de pnodB amplificado de Cupriavidus sp. UYMMa02A comprende parte del gen
nodB en color naranja, parte del gen nodD en color verde y la regién intergénica nodB-
nodD en amarillo; en color violeta se observan los sitios donde hibridan los cebadores
pOT1 Ry F; y en color celeste los sitios en donde hibridan los cebadores pNodB415 R
y F. Figura realizada con el programa ApE .

Dichas transformaciones fueron verificadas por reaccion de PCR de colonia
(Figura 23).
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Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa 1 %. Confirmacién por PCR de la miniprep
de pCCO0119y de la presencia de pCC0119 en las cepas de Cupriavidus sp. UYMMa02A
y C. necator UYPR2.512. Verificacién de la miniprep pCC0119: carril 1: pOT1 Ry F,
carril 2: pNodB415 Ry F, carril 3: pOT1-R y pNodB415-R, carril 4: pOT1-Fy pNodB415-
F. Para verificar presencia de pCC0119 en colonias de UYMMaO2A: carril 5: pOT1 Ry
F, carril 7: pOT1-R y pNodB415-R, carril 9: pOT1-F y pNodB415-F. Para verificar
presencia de pCC0119 en colonias de UYPR2.512: carril 6: pOT1 Ry F, carril 8: pOT1-
Ry pNodB415-R, carril 10: pOT1-F y pNodB415-F. En el carril 11: pOT2 con cebadores
pOT1 Ry F. Marcador de peso molecular (MPM), GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder.

Los fragmentos de ADN amplificados (Figura 23) con los distintos pares de
cebadores utilizados fueron consistentes con los fragmentos tedricos calculados
en base a la secuencia de pCC0119 en el programa ApE. A su vez, se observo
gue la diferencia del tamafio de amplicon con los cebadores pOT1, entre el
vector pOT2 (carril 11; 193 pb) y el vector pCC0119 (carril 1; 561 pb), es de
aproximadamente 415 pb (tamafio del fragmento pnodB clonado en el vector
pOT2).

5.5 Evaluacion de la expresion del pnodB-gfp de pCCo119

A partir del resultado obtenido en la Figura 23, se confirmé la presencia del
vector pCC0119 en las cepas de Cupriavidus sp. UYMMa02A y C. necator
UYPR2.512. Con el objetivo de evaluar la expresiéon del pnodB-gfp de pCC0119
en las cepas de Cupriavidus sp. UYMMa02Ay C. necator UYPR2.512, se incubd
el cultivo con 5 pM de luteolina (concentracién suficiente con la cual se
expresarian los genes nod en C. necator UYPR2.512; Figura 11). Si bien se
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observo crecimiento bacteriano al medir la DOs20nm (aproximadamente 0,7), no

se observo fluorescencia.

5.6 Curvas de crecimiento

Finalmente evaluamos el efecto del agregado de luteolina sobre el crecimiento
bacteriano para descartar un posible efecto inhibitorio de dicho flavonoide. Para
realizar las curvas de crecimiento se sembraron en una placa de ELISA de 96
pocillos 200 ul de cada cultivo bacteriano con una DOs2onm inicial de 0,1 y
agregamos, cuando correspondia, una concentracion determinada de luteolina
disuelta en DMSO. Las medidas de DOs20nm fueron tomadas cada 2 h durante
62 h.

1,48 -

ET ri, -
g 1+ i ) l
ans - A —a—LYMMal2A
= 06 UYPR2.512
04 1
02 4,
0+ T T T
o 20 40 60
1,8 Tiempo (horas)
161 b N 16 -
1.4 4 B :'”:T.'H:-_I'-ﬂ:"" t '1. 141 C yemmmmE=TETETIE
1.2 4 ;; I CE - yT PR R LA ki
1 JEATILE . 12 T
E ;CTL- L £ 1 3L
D08 e —— 1500 Zos ™
= - —a—15uM
061 —o—150nM 06 4 o _,_15,: y
4 4 ] . m
0y 1,5nM 04 1,5nM
0,2 1 0,24 ’
0 . ; . 0+ . . ;
o 20 40 B0 0 20 40 G0

Tiempo (horas)

Tiempo (horas)

Figura 24. Curvas de crecimiento de (a) Cupriavidus sp. UYMMaO02A y C. necator
UYPR2.512, (b) Cupriavidus sp. UYMMaO2A utilizando 15 pM, 150 nM y 1,5 nM de
luteolina y (c) C. necator UYPR2.512 utilizando 15 pM, 150 nM y 1,5 nM de luteolina,

en medio minimo M9 citrato. Se realizaron triplicados biolégicos.

Como se observa en la Figura 24, la luteolina a esas concentraciones no afecta

el crecimiento de las cepas estudiadas. También se realiz6 un control usando
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solamente el solvente utilizado (DMSO) y no se observo efecto del solvente en

el crecimiento de las cepas (datos no mostrados).
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6 DISCUSION

En este trabajo los vectores pCZ388 y pCBMO1l fueron exitosamente
introducidos en las cepas de Cupriavidus LMG19424, UYPR2.512 y UYMMa02A
por conjugacion triparental. Mediante el ensayo de la determinacién de la
actividad de la enzima -galactosidasa, se evaluo la induccién del pnodB en las
cepas de Cupriavidus, utilizando 5 pM de luteolina como inductor, durante 18 h.
Los cultivos de las cepas C. taiwanensis LMG19424 y C. necator UYPR2.512
mostraron induccion del pnodB presente en el vector pCBMOL1. Por otro lado, no
se observo induccion del pnodB en la cepa de Cupriavidus sp. UYMMa02A. Con
estos resultados se observé que el pCBMO1 funciona en la cepa UYPR2.512,
porque el promotor pnodB de la cepa LMG19424 es reconocido y activado en
presencia de luteolina en la cepa UYPR2.512. Esto no fue lo observado para la
cepa UYMMaO2A. De forma complementaria se evaluaron menores
concentraciones de luteolina y de otros flavonoides (apigenina y genisteina) en
la cepa C. necator UYPR2.512. Se observé expresion de los genes nod incluso
utilizando 15 pM de luteolina, luego de 2 h de induccién, asi como utilizando
bajas concentraciones del orden de nM de luteolina, luego de 18 h de induccidn.
De estos resultados se desprende el hecho de que a menores concentraciones
de luteolina y menores tiempos de induccién, igualmente se observa un potente
efecto del inductor, en comparacion a lo reportado por Marchetti y colaboradores
(2010) para el caso de la cepa LMG19424 (15 pM y 18 h). También se observo
expresion de los genes nod al utilizar apigenina para inducir el cultivo durante 18
h, incluso presenté mayor induccion con las concentraciones utilizadas de
apigenina respecto a las mismas concentraciones utilizadas de luteolina. Sin
embargo, en presencia de 50 uM de genisteina se observo un menor efecto en
la induccién de los genes nod en la cepa C. necator UYPR2.512.

Segun la bibliografia consultada, las proteinas NodD en general tienen una alta
especificidad en cuanto al reconocimiento de flavonoides que llevan a su
activacion 3. Si bien todos los flavonoides son polifenoles que comparten una
estructura basica comun, cambios estructurales como ser dobles enlaces, la
presencia de grupos hidroxilos y sus posiciones en la molécula son claves para
el reconocimiento de la proteina.
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La falta de induccion de los genes nod en presencia de luteolina en la cepa de
Cupriavidus sp. UYMMaO02A no era lo esperado. Las evidencias previas se
apoyaban en: a) el alto porcentaje de similitud a nivel de secuencia tanto de la
caja nod como de la proteina NodD, entre las tres cepas de Cupriavidus; b) la
presencia en su genoma de los genes nod en la misma disposicion que en la
cepa modelo LMG19424; c) y a que la mayoria de los rizobios reportados hasta
la fecha tienen como estrategia de nodulacion la dependiente de los factores
Nod. Es por esto que, con el fin de profundizar en las posibles causas de la falta
de respuesta en UYMMaO02A, se llevaron a cabo tres estrategias. Como primera
estrategia, se realizaron alineamientos detallados entre las secuencias de la
region intergénica nodB-nodD y del gen nodD de las tres cepas de Cupriavidus.
Respecto a las secuencias de la regién intergénica nodB-nodD, las diferencias
mas relevantes se observan comparando la cepa UYPR2.512 y UYMMaO02A con
LMG19424; los dos rizobios nativos muestran una mayor region intergénica con
alrededor de 40 pb mas que la cepa modelo. Esta secuencia “extra” forma un
solo fragmento conservado entre las cepas nativas y se ubica inmediatamente
corriente arriba de la caja nod. Desconocemos si esta secuencia tiene algun
efecto a nivel de la transcripcion y seria interesante estudiarla con mas detalle
en un futuro. A nivel de secuencia de la proteina NodD se observé una diferencia
de 8 aminoécidos en el extremo C-t de la cepa de UYMMaO02A en comparacion
con LMG19424 y UYPR2.512. Teniendo en cuenta que el dominio de unién al
ADN (caja nod) de la proteina NodD se encuentra en su extremo C-t, podria ser
que esta diferencia sea la causante de la falta de induccién de la expresion de
los genes nod en UYMMaO02A. Las diferencias entre el sistema NodD-pnodB de
LMG19424 (contenido en el plasmido reportero pCBMO01) y la cepa UYMMa02A
nos llevaron a disefiar la segunda estrategia. En esta se evalu6 si los resultados
observados con pCBMO01 podian deberse a que las diferencias de secuencia en
la region promotora de UYMMaO02A no permitieran que la proteina NodD de esta
cepa reconociera al promotor de LMG19424 clonado en pCBMO1. Para resolver
esta incognita, se realizo la construccion del vector pCC0119 con el pnodB de
Cupriavidus sp. UYMMaO02A fusionado al gen reportero gfp. El vector pCC0119
fue transformado exitosamente por electroporacién en las cepas de Cupriavidus
sp. UYMMa02A y C. necator UYPR2.512, donde se evalud la expresion del

pnodB mediante la deteccion de fluorescencia, pero no se observo induccion en
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presencia de luteolina en ninguna de las dos cepas. El hecho de que pCC0119
no se induzca en la cepa UYPR2.512 fue inesperado porque el vector pCBMO1
si habia funcionado en esta cepa. Este resultado puede significar que: 1) el
vector pCC0119 no sea funcional o 2) que el pnodB de UYMMaO2A no sea
funcional y por esto la proteina NodD de UYPR2.512 no lo haya podido
reconocer y por tanto no hayamos visto induccion. Sin embargo, habria que
hacer un estudio mas detallado de cuales son las bases importantes en la caja
nod, asi como cambios de secuencia en las proteinas NodD que puedan alterar
en la proteina el reconocimiento de las moléculas que normalmente son

reconocidas, asi como su unién a la caja nod.

A su vez, nuestro grupo de investigacion realiz6 una mutante del gen nodD en la
cepa de Cupriavidus sp. UYMMaO2A y con el fin de estudiar su fenotipo se
realizaron ensayos de infeccion en plantulas de Mimosa pudica (Sandes y
colaboradores, sin publicar). A los 30 dias de inoculacién no se observaron
diferencias en la formacion de nédulos maduros entre la cepa mutante y la
salvaje. Si la proteina NodD fuera el regulador de los genes nod en esta cepa,
una mutacién en el gen nodD afectaria la expresion de todo el operén con la
consecuente falta de produccion de factores de nodulacion y una falla en la
nodulaciéon. Sin embargo, los resultados obtenidos contradicen esta hipoétesis.
Esto sugiere que los genes nod en esta cepa no serian esenciales para la
nodulacion o que existen otras vias de activacién de los genes nod en esta
bacteria. Ciertamente se necesita seguir profundizando en estos estudios para
poder determinar cuéles son las causas de los resultados observados.
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7 CONCLUSIONES

Mediante el ensayo de la determinacion de la actividad de la enzima B-
galactosidasa con el vector pPCBMO1 se observo que los flavonoides apigenina 'y
luteolina inducen la expresion del pnodB en C. necator UYPR2.512 en
concentraciones nM a diferencia de lo reportado previamente para C.
taiwanensis LMG19424, en la que se necesitan concentraciones mil veces
mayores para lograr este efecto 1. La genisteina tuvo un menor efecto en la
induccion del promotor nodB en la cepa C. necator UYPR2.512 aun a una
concentracion de 50 uM, lo que sugiere que, como en la cepa C. taiwanensis
LMG19424, este flavonoide no seria un inductor fisiolégico, dado que dificilmente
se alcancen concentraciones tan altas en la naturaleza *. Por otra parte, también
observamos que existe una rapida induccion de los genes nod ante la exposicion
a luteolina, alcanzando niveles de induccion comparables a los reportados para
18 h en tan solo 2 h 1. Finalmente, no observamos induccién de la expresion del

promotor nodB con luteolina (5 uM) en la cepa Cupriavidus sp. UYMMaO02A.

En base a los resultados observados y a la bibliografia consultada 2336, la cepa
Cupriavidus sp. UYMMaO02A, podria ser capaz de nodular plantas leguminosas
utilizando una estrategia independiente de factores Nod. Ademas se sugiere que,
dependiendo del hospedero, el rizobio podria emplear una u otra estrategia de
nodulacién y que, al estar imposibilitado de utilizar la estrategia dependiente de
factores Nod, igualmente seria capaz de nodular a aquellas plantas con las

cuales no sean requeridos.

Como perspectivas nos planteamos clonar el promotor nodB de Cupriavidus sp.
UYMMaO02A en el vector pCZ388, dado que sabemos que es un vector que ya
ha sido validado en Cupriavidus. Alternativamente podriamos evaluar la
funcionalidad del vector pOT2 en estas bacterias, mediante el clonado de un
promotor constitutivo de expresion alta o inducible como control positivo. Y una
vez obtenido el vector corroborado, sea con el vector pCZ388 o pOT2, se podria
evaluar la respuesta de los genes nod en presencia de extractos de exudados
radiculares purificados de diversas leguminosas nativas, pensando en

inductores alternativos a los flavonoides ensayados. También se podria estudiar
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en profundidad la proteina NodD de Cupriavidus sp. UYMMaO02A para intentar
evaluar su funcionalidad, sea con estrategias in silico (modelado) o de biologia
molecular (clonado y complementacion heteréloga). Por otro lado, cabe resaltar
gue UYMMaO02A cuenta en su genoma con genes que podrian estar implicados
en estrategias de nodulacion independiente de factores Nod, tales como el
sistema de secrecion tipo Il (T3SS), por lo que podrian actuar como alternativa
para la nodulacion. De hecho, actualmente dentro de nuestro equipo de
investigacion se estan llevando a cabo estrategias Omicas (proteOmica y
transcriptomica) para definir genes que se inducen en presencia de exudados
radiculares, con lo que esperamos poder definir si los genes nod se inducen o
no en esta cepa, y qué otros genes y proteinas pueden estar implicados en el

reconocimiento planta-bacteria.
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8 ANEXO

8.1 Medios de cultivo

o LB
Triptona 109
Extracto de levadura 5¢g
NacCl 109
H20 c.s.p 1L

Para el medio sdlido se agrega agar 15 g/L.

e M9
Sales M9 5X* 200 ml
MgSOs 1 M 2,0 ml
CaClz1M 0,1 ml

Soluciéon 20 % fuente de carbono 20 ml
H20 c.s.p 1L
*Sales M9 5X

NazHPO4.7H20 64 g

KH2PO4 15 g
NacCl 25¢g
NHa4CI 500
H20 c.s.p 1L

Las sales y el resto de los componentes se esterilizan por separado y luego se
arma el medio. Para el medio sélido se agrega agar 18 g/L. Como fuente de
carbono se utilizé citrato 14 mM.

8.2 Soluciones

e Tampon de electroforesis en geles de agarosa 25X (TAE)
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Tris base 1219
Acido acético glacial 28,55 ml
EDTAO5M 50 ml

H20 c.s.p. 1L

e Solucion | (miniprep)
Glucosa 50 mM
Tris-HCIpH 8 25 mM
EDTApH 8 10 mM

e Solucién Il (miniprep)
NaOH 0,2 N
SDS 1%

e Solucion Il (miniprep)
Acetato de Potasio 5 M 60 ml
Acido acético glacial 11,5 ml

H20 c.s.p. 100 ml

e Tampon de Elucion (TioEz)

Tris-HCI pH 8 10 mM

EDTApH8 1mM

e BufferZ
NazHPO4.2H20 60 mM 10,689
NaH2P0O4.H20 40 mM 5,52¢g
KCI 10 mM 0,759

MgSOa4 1 mM 0,249



H20c.s.p. 1L

Luego de esterilizado mediante autoclave se le agrega [3-mercaptoetanol (2,7
ml/L Buffer Z)

o ONPG

4 mg ONPG/ml en buffer Z
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